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CONTROL DE Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary EN CRISANTEMO
Y HABICHUELA CON DIFERENTES AISLAMIENTOS DE Trichoderma
Y CON FUNGICIDAS!

LILIANA DELGADO DE KALLMAN? y GERMAN ARBELAEZ TORRES®

Resumen. El trabajo consistid en seleccionar,
incrementar, aplicar y evaluar la actividad
antagonica de algunos aislamientos del géne-
ro Trichoderma sobre el patogeno Scleroti-
nia sclerotiorum in vitro y en el campo en
cultivos de crisantemo y habichuela, asi
como evaluar la eficiencia de algunos fungi-
cidas en el control de las mismas enfermeda-
des. Los aislamientos T10 de Trichoderma
viride y T12 de Trichoderma hamatum se
seleccionaron como los mejores antagonistas
del patbgeno por su mayor inhibicion del
crecimiento del micelio, sobre la formacion
de esclerocios y la mayor esporulacion sobre
el patogeno. Los aislamientos con mayor
capacidad antagonista se evaluaron en el
campo. Se evidencio la existencia de diferen-
cias marcadas en el antagonismo entre los
aislamientos de Trichoderma utilizados. En
los ensayos de campo se estableci6 que la
enfermedad se presenté en el primero y se-
gundo tercio de la planta, lo que indica que
el control con fungicidas debe ir dirigido pre-
ferencialmente a esas partes de la planta. Se
evaludé ademas la eficiencia de las aplicacio-
nes de los fungicidas Ferbam, Carbendazim y
Vinclozolin y-se observé que en el ensayo de
crisantemo bajo invernadero, el mejor control
se logré cuando se aplicd Carbendazim al
suelo durante la primera semana de siembra
combinado con cinco aspersiones sucesivas
de Vinclozolin al follaje cada siete dias a

partir de la sexta semana. Al comparar el
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mejor tratamiento quimico con el mejor an-

.” tagonista biolégico no se obtuvieron diferen-

. cias significativas entre ambos tipos de trata-
_miento.
CONT ROL OF Sclerotinia sclerotiorum
(Lib) de Bary IN CHRYSANTHEMUM
AND SNAP BEAN WITH DIFFERENT
ISOLATES OF Trichoderma AND WITH
FUNGICIDES

~ Summary. The objetive of this study was to
- select, increase and apply some isolates of

.Trichoderma, and to evaluate their antago-
nistic activity against Sclerotinia sclerotio-
rum in vitro and in the field in chrysanthe-
mum and snap beans. It was also intended to
evaluate the efficiency of some fungicides in
the control of those diseases. o

The isolates T10 of Trichodermaviride and
T12 of Trichoderma harzianum were selec-
ted as the best antagonists for the greatest
inhibition of mycelial growth, influence in
the sclerotia production and sporulation of
the pathogen. The isolates with a bhetter
antagonistic capacity were evaluated in the
field. Significant differences were observed
in the antagonistic effect between the isola-
tes of Trichoderma.

In field experiments the part of the plant
most frequently affected was the upper part,
so that the application of fungicides: should
be targeted mainly to that plant part.* | -

The efficiency of application of the fun-
gicides ferbam, carbendazim and vmclozolm :
was also observed. The best eontrol«m the
chrysanthemum trials was obse mfh a
soil application of carbendazim d A
first week after planting followed *by five
weekly applications to the foliage after the
sixth week. When the best chemical treat-
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ment was compared with the best antagonists
differences between the two types of treat-
ment were not observed.

INTRODUCCION

El hongo Sclerotinia sclerotiorum ha ve-
nido ocasionando pérdidas cada vez mayores
en cultivos de crisantemo y habichuela y su
manejo ha incrementado notablemente los
costos de produccion, de acuerdo a las apre-
ciaciones de profesionales de las empresas de
flores para exportacion de la Sabana de Bo-
gota, como de productores de habichuela de
la zona de Fusagasuga.

Las dificultades encontradas para la re-
duccion de la enfermedad por medio de los
métodos convencionales, hacen que el con-
trol biologico, mediante la aplicacién al sue-
lo de antagonistas que afecten al patdgeno e
impidan la germinacién de los esclerocios,
sea un método promisorio, el cual puede
complementarse con aplicaciones de fungi-
cidas antes de la siembra y durante algunas
etapas del desarrollo de la planta.

Los abjetivos del presente trabajo fueron
evaluar la capacidad antagbnica de algunos
aislamientos de Trichoderma harzianum, Tri-
choderma hamatum vy Trichoderma viride
en el control de las enfermedades ocasiona-
das por Sclerotinia sclerotiorum en crisan-
temo y habichuela, asi como comparar su
eficiencia frente al efecto de algunos fungi-
cidas cominmente utilizados.

Entre los muchos microorganismos del
suelo que afectan los esclerocios de S. scle-
rotiorum y causan su degradacion e impiden
su germinacién se encuentran algunas espe-
cies de los géneros Trichoderma (Papavizas,
1985), Sporidesmium (Adams y Avyers,
1982), Coniothyrium y Penicillium (Henis
y Chet, 1975), y algunas bacterias (Weller,
1988).

En los Gltimos afios se han venido reali-
zando varios trabajos con el fin de evaluar la
efectividad de estos agentes de control bio-
l6gico para reducir la incidencia de S. sc/ero-
tiorum bajo condiciones de campo. Merri-
man (1976) encontrd que entre los parésitos
més frecuentemente aislados a partir de es-
clerocips naturalmente infestados estaban las
especies Trichoderma hamatum, Trichoder-
ma viride, Fusarium oxysporum y Fusarium
culmorum. Trichoderma es uno de los géne-
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ros de hongos més prevalentes en diferentecs

suelos y que ocasiona antagonismo contra
muchos hongos fitopatdgenos (Chet, 1987).
Por esta razon diversos investigadores lo han
ensayado para el control de un ndmero apre-
ciable de patbdgenos del suelo (Papavizas,
1985). Su accidn se debe al hiperparasitismo,
a la produccién de antibiéticos y otros me-
tabolitos téxicos y de varios tipos de enzi-
mas.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Sclerotinia sclerotiorum,
Para obtener el aislamiento de Sclerotinia
sclerotiorum se recolectaron plantas de ha-
bichuela y de crisantemo infectadas, en
cuyos tallos se podfan observar los sintomas
tipicos de la enfermedad. Este material fue
llevado al laboratorio con el fin de aislar el
patbgeno y obtener cultivos puros. La técni-
ca de aislamiento del patdgeno consistié en
tomar fragmentos del tallo, desinfectarlos en
hipoclorito de sodio al 1% durante 1 minu-
to y colocarlos en cajas de Petri con Papa
—dextrosa— agar (PDA) y e incubarlos a
240cC,

Seleccion de los antagonistas. Los antago-
nistas se seleccionaron a partir de los aisla-
mientos de Trichoderma utilizados en el tra-
bajo de Elfas et al (1989) y que habian de-
mostrado la mayor efectividad en el control
de Fusarium oxysporum y Rizoctonia sola-
ni, lLas pruebas de antagonismo in vitro se
realizaron utilizando cajas de Petri con PDA,
colocando en ellas dos discos de 6 mm. de
didmetro procedentes uno de un aislamiento
de Trichoderma y ei otro de colonias del pa-
tbgeno S. sclerotiorum; dichos aislamientos
se colocaron a una distancia de 3 cm uno del.
otro y se incubaron a 24°C.

Los resultados se procesaron con base a la
férmula siguiente:

M1 = Mb - Ma |

Mb
Donde:
M1 = [nhibicién del crecimiento micelial

Ma = Crecimiento micelial influenciado
Mb Crecimiento micelial libre

Pruebas de germinacion carpogénica de
los esclerocios, Para esta prueba se colocaron

5 esclerocios en cajas de Petri estériles que



contenian 5 ml de agua destilada. Las cajas
se sellaron y se colocaron bajo luz fluores-
cente durante 1 mes exponiéndolas a 14 ho-
ras de luz y 10 horas de oscuridad diarias.

Una vez producidos los apotecios, las as-
cosporas se recolectaron en cajas de Petri
con Agar-agua; cuando el apotecio estuvo
completamente abierto, se colocd en la tapa
de la caja de Petri con un poco de vaselina,
de tal manera que la esporulacion fuera reci-
bida sobre la superficie del medio de cultivo.

E! medio de cultivo en donde se recibio
la descarga de ascosporas se cortd en peque-
fios trozos y se llevd al invernadero para
efectuar las pruebas de patogenecidad.

Pruebas de patogenecidad bajo condi-
ciones controladas. Las pruebas de patoge-
necidad para habichuela se hicieron en mate-
ros que contenian suelo estéril en donde se
sembraron 5 semillas de habichuela de la va-
riedad Blue-Lake y se colocaron bajo luz
fluorescente continua a una temperatura
promedio de 25°C, utilizando 3 replicacio-
nes por cada tipo de inoculacién,

Para este ensayo se realizaron cinco trata-
mientos: _

1. Los esclerocios se colocaron cerca de
la raiz intacta de las plantulas, a una profun-
didad no mayor de 5 cm. N

2. Los esclerocios se colocaron cerca de
las raices de las plantulas, en donde previa-
mente se realizaron pequefias heridas para
favorecer la penetracion del patogeno.

3. Trozos pequefios del micelio del hon-
go en PDA se aplicaron sobre las hojas de las
plantulas. .

4. El micelio del patbgeno se agregd a!
suelo.

5. Un testigo en donde no se aplico el
patogeno.

Las pruebas de patogenecidad en plantas
de crisantemo se hicieron dentro de inverna-
deros con cubierta plastica. El suelo utiliza-
do se pasterizo a 829C durante un hora. Se
utilizaron plantas de la variedad ‘‘White
Polaris’”” que es altamente susceptible a la
enfermedad, las cuales en el momento de la
inoculacion tenian 6 semanas de edad. Ini-
cialmente las plantulas se expusieron durante
17 dias a 4 horas de luz nocturna adicional.
Posteriormente se transplantaron a bolsas de

polietileno con 5 kg de suelo y se fertilizaron

semanalmente.
Se realizaron 5 tratamientos: .
- 1. Los esclerocios del patdgeno se colo-

caron superficialmente en el suelo.

2. Pedazos de PDA con micelio del pat6-
geno se aplicaron sobre las hojas del primer
tercio de la planta.

3. Pedazos de PDA con micelio del pat6-
geno se aplicaron haciendo una pequefia in-
cision en el tallo del tercio inferior de la
planta,

4. Pedazos de agar-agua que contenian
las ascosporas del patogeno se aplicaron
sobre las hojas.

5. Un testigo en donde no se aplicé el
patogeno.

Cada tratamiento se realizo en 15 plantas.

Ensayos de Campo. El ensayo en plantas
de habichuela se realizd en e! municipio de
Fusagasuga, Cundinamarca, durante los me-
ses de Marzo a Mayo de 1986 utilizando la
variedad ‘‘Blue-Lake"’.

Se selecciond un lote en el cual se habia
presentado previamente ataques severos de
S. sclerotiorum en cultivos de habichuela en
afios anteriores. E| area total del ensayo fue
de 12.8 x 8 mts (102.4 m?) y la unidad ex- -
perimental fue de 3.3 x 2 mts, La distancia
entre surcos fue de 1.2 mts y cada surco
tuvo hileras dobles separadas por 40 cm entre
hileras y la distancia entre plantas fue de 30
cms, con 2 plantas por sitio.

Por las caracteristicas del lote donde se
realizd el experimento, el disefio estadistico
utilizado fue un Cuadrado Latino. Se usa-
ron 4 tratamientos con 4 repeticiones y du-
rante el experimento se evalud el nimero de
plantas enfermas.

Los tratamientos fueron los siguientes:

1. Propineb (Antracol). Este fungicida se
aplicod a partir de los 20 dias después de la
siembra tres veces cada 10 dias, en dosis de
0.48 grs/m?.

2. Aislamiento T2 de Trichoderma har-
Zzianum. Este antagonista propagado sobre
maiz millo, se incorpord al suelo inmediata-
mente antes de la siembra a razon de 380 gr
de sustrato por m2.

3. Aislamiento T12 de Trichoderma ha-
matum. Se utiliz6 el mismo procedimiento,
dosis y forma de aplicacion descrita para el
aislamiento anterior.

4. Testigo en donde no se realiz6 ninguna
aplicacion.

E! ensayo en crisantemo se realizo en un
cultivo comercial bajo invernadero de cu-
bierta plastica localizado en el Municipio de
Madrid, Cundinamarca, entre ios meses de
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octubre y diciembre de 1987. Se selecciona-
ron 4 camas en las cuales anteriormente se
habia presentado la enfermedad causada por
S. sclerotiorum, con una incidencia media-
na.

Se utilizo un disefio experimental de Blo-
dues al azar, con 9 tratamientos y 4 replica-
ciones. Las dimensiones de los bloques fue-
ron 7 x 0,75 mts (5.25 mz), separadas entre
si por una distancia de 0.20 mts. Cada blo-
que tuvo 140 plantas distribuidas en 4 filas
y 35 hileras.

Se utilizaron esquejes enraizados de la
variedad ““White Polaris”’, En cada tratamien-
to se evalud el nimero de plantas enfermas
y en cada una de ellas se establecié el sitio
de la planta en donde aparecieron los sinto-
mas iniciales de la enfermedad.

Los tratamientos utilizados fueron los si-
guientes:

1. Aislamiento T12 de Trichoderma ha-
matum. El hongo se multiplicé en maiz mi-
llo y se incorpor0 a razon de 830 g de sustra-
to/m?2. A los 2 dias de la aplicacion se sem-
braron los esquejes enraizados.

2. Aislamiento T10 de Trichoderma viri-
de. Se utiliz6 el mismo procedimiento ante-
rior.

3. Aislamiento T2 de Trichoderma har-
zianum. Se utilizé el mismo procedimiento
descrito en el tratamiento 1.

4. Carbendazim (Derosal). Este fungicida
se aplico al suelo una semana después de
sembrados los esquejes en dosis de 15 cc/m2.

5. Vinclozolin {Ronilan). Este fungicida
se aplicO en aspersion foliar a una dosis de
1 cc/litro a partir de la sexta semana de siem-
bra; se hicieron aplicaciones semanales hasta
la décima semana.

6. Carbendazim + Vinciozolin. El fungici-
da Carbendazim se aplic6 de manera simiiar
al tratamiento 4 y el Vinclozolin se aplico de
manera igual al tratamiento 5.

7. Ferbam + Cal. El fungicida se aplico en
presiembra al suelo en una dosis de 0.283
gr/m2 y posteriormente se aplicaron 25 gr/
m? de cal al suelo.

8. Ferbam + Vinclozolin. E! Ferbam se
aplicé a la misma dosis del tratamiento ante-
rior, pero adicionalmente se complementd
con las aplicaciones de Vinclozolin a partir
de la sexta semana cada siete dias en una
dosis de 1 cc/Itr.

9. Testigo. A estos bloques no se les rea-
lizd6 ninglin tratamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion del antagonista. La inhibicion
del crecimiento micelial del patogeno ocasio-
nada por los 10 diferentes antagonistas de
Trichoderma evaluados, mostré una alta va-
ribilidad (Cuadro 1). Los antagonistas en
general redujeron la formacion de los escle-
rocios del patdgeno.

El aislamiento T12 de T hamatum presen-
t6 una alta tasa de crecimiento y una esporu-
lacién abundante respecto a los demas aisla-
mientos, io que limitd rapidamente el creci-
miento del patdgeno y ocasiond una buena
invasion y colonizacion del micelio de S.
sclerotiorum; ademés permitié una forma-

"cién muy escasa de esclerocios en la caja de

Petri.

La gran variabilidad encontrada en los
diferentes aislamientos concuerda con lo
observado por Bell et al. (1982) quienes
mencionan que diferentes aislamientos tienen
capacidades ‘distintas para causar -antagonis-
mo a un patégeno especifico.

Para evaluar su comportamiento antag6-
nico contra el patdgeno en los ensayos de
campo se utilizaron los aislamientos T2 de
T. harzianum, T12 de T. hamatum y T10de
T. viride, en razén a sus mejores promedios
de inhibiciébn micelial obtenidos en las prue-
bas in vitro, por su capacidad de esporulacion
sobre &l patégeno v por la inhibicidn de la
formacion de esclerocios.

Germinacion de los esclerocios. Los es-
clerocios que fueron colocados bajo 14 horas

Cuadro 1. Inhibicion del crecimiento mice-
lial de Sclerotinia sclerotiorum por los dife-
rentes aislamientos de Trichoderma,

Inhibicion det

Aislamiento Especie crecimiento
micelial
T12 o " T. hamatum 01728
Ti0 - T. viride 0.186
T2 T. harzianum 0.210
T4 T. harzianum 0.280
T6 T. gureoviride 0.307
T16 T. hamatum 0.320
T17 T. harzianum 0.360
T8 T. harzianum 0.440
T3 T. harzianum 0.460
T11 T. hamatum 0530

3promedio de 3 repeticiones.



de luz diaria y 10 horas de oscuridad, germi-
naron a los 30 dias produciendo cada uno de
2 a 3 apotecios, dependiendo del tamafio del
esclerocio.

A partir de los resultados se pudo con-
cluir que la induccion de la germinacién car-
pogénica de los esclerocios con la consiguien-
te formacion de apotecios se desarrolla en un
medio que posea una alta humedad, tempe-
raturas que fluctGen entre los T0 y 18°C con
14 horas de luz, condiciones amibientales que

_se cumplen facilmerite en los sitos donde se
realizaron los dos experimentos y en las que
se desarrollan cultivos comericales de crisan-
temo y habichuela, .

Prueba de patogenecidad en crisantemo
bajo condiciones controladas, En las pruebas
realizadas en plantas de crisantemo cultiva-
das en bolsas plasticas y colocadas bajo el
invernadero .con cubierta pléstica, no se lo-
gré infeccién cuando los esclerocios se ente-
rraron superficialmente en el suelo cerca de
las plantas. Sin embargo, a partir de los escle-
focios enterrados én el suelo se logrd inducir
la formacién de apotecios manteniendo el
suelo humedecido a la capacidad de campo.

Cuando el micelio de patégeno se inoculd
sobre las hojas, solo 3 plantas de las 15 ino-
culadas presentaron los sintomas de la enfer-
medad en las hojas, y una de éstas alcanzé a
afectarse en el tallo produciendo el marchita-
miento completo de la planta.

Cuando el patégeno se inoculd sobre una
pequefia incisiobn en el tallo de la planta, se
reprodujeron los sintomas tipicos de la en-
fermedad en 3 de las 15 plantas.

Las ascosporas obtenidas de. los apotecios
recolectadas sobre agar-agua y luego coloca-
das en pedazos de agar sobre las hojas no
producieron ningin sintoma de la enferme-

. dad, ésto debido quizés a que las condiciones

ambientales no fueron las requeridas para su
germinacién, ni para la penetracion a la plan-

ta. .

" Estos resultados indican que si a partir de

esclerocios énterrados en el suelo se logro la
formacion de apotecios en gl invernadero, no

se debe excluir la posibilidad de que esto -

ocurra igualmente en Jos invernaderos de
produccion comercial de flores, situacion
que hasta el momento no se ha observado.

A -partir de estas pruebas se puede con-
cluir que si bien se logré la germinacion car-
pogénica de los apotecios, no se obtuvo in-

feccion a partir de las ascosporas, esto quizas
se debi6 a que se reunieron las condiciones
para la germinacidn carpogénica, pero no
para la supervivencia de las ascosporas lo que
impidi6 la infeccibn del huésped, tanto
cuando fueron colocadas sobre las hojas
como cuando fueron liberadas a partir de los
apotecios.

Sin embargo_ es de anotar la importancia
que tiene el haber establecido ‘la germina-
cién carpggénicafdel patdgeno en condicio-
nes de invernadero, ya que ésta puede jugar
un papel importante en la diseminacion de la
enfermédad, en razbn a que esta fase del
indculo es mucho mas abundante que en la
fase imperfecta del héngo. Aunque en estas
pruebas no se logrd inducir la enfermedad, si
se logré el-marchitamiento completo de la’
planta en 2 casos y en 4 casos se observaron
algunos de ios sintomas tipicos.

En estos ensayos de patogenecidad se
pudo observar que se requieren unas condi-
ciones ambientales espec(ficas para que ten-
ga lugar el proceso de infeccion y de desarro-
llo del patbgeno; posiblemente si se reduce
el nimero de riegos o la cantidad aplicada en
cada riego o si se modifican otros factores
que puedan incidir en la humedad relativa
alta se podria lograr disminuir la incidencia y
diseminacion de la enfermedad.

De hecho Schwartz y Steadman (1980)
demostraron que las practicas de riego altera-
ban significativamente los parametros micro-
climaticos del “canopy’’ del frijo! comun, lo
que favorecia el desarrollo de S. sclerotio-
rum. :

Ensayo de campo en habichuela. Las pri-
meras plantas afectadas por Sclerotinia scle-
rotiorum empezaron a aparecer a los 40 dfas
después de sembradas en todos los 4 trata-
mientos utilizados. No se encontraron dife-
rencias estadisticas en el nimero de plantas

_ enfermgs por tratamiento (Cuadro 2).

En todos los tratamientos hubo una alta
incidencia de la enfermedad lo que indica "
que ios aislamientos T2 de T..harzianum y
T12 de T, hamatungautilizados y el fungicida
Propineb no .produjeron un control eficiente
de la erifermédad bajo las condiciones de
campo, debido-posiblemente al alto nivel de
inéculo existente en el suelo, que junto con
las condiciones climéticas favorecieron tanto
la diseminacion del patégeno, como el desa-
rrollo de la enfermedad en todos los trata-
mientos,

37



Cuadro 2. Numero de plantas enfermas en el
ensayo de campo con habichuela.

Plantas Enfermas

Tratamiento

) H 11} v %o
Testigo 20 19 18 20 96
Propineb 20 20 17 18 93
Aislamiento T12
T. hamatum 19 18 17 19 90
Aislamiento T2
T. harzianum 18 17 14 19 86

Ensayo de campo en crisantemo. Los pri-
meros sintomas de la enfermedad se observa-
ron a los 60 dias de sembradas las plantas.
En el 84°/_o del total de las plantas afectadas,
la enfermedad se presentd en la parte supe-
rior de la planta mientras que el 16% se pre-
sentd a nivel del suelo o ligeramente por en-
cima del mismo. Esta frecuencia cinco veces
mayor de la enfermedad en la parte superior
indica que el mecanismo infeccioso a través
de las ascosporas, es significativo en la dise-
minacion del patbgeno y su posterior infec-
cion en la planta. Esta informacion es de
mucho interés para el control quimico de la
enfermedad, ya que indica que las aplicacio-
nes deben ser dirigidas principalmente al fo-
llaje.

‘Al comparar los diferentes tratamientos,

se concluyd que con las aplicaciones de Vin-
clozolin se obtuvo un control muy bajo com-
parado con el control obtenido a través de
la aplicacion de Carbendazim o Ferbam.
Estas diferencias fueron altamente significa-
tivas (Figura 1). También se compard la apli-
cacion de las mezclas de Vinclozolin + Car-
bendazim y de Vinclozolin + Ferbam, mez-
clas que buscan una mayor eficiencia de am-
bos productos, observandose que el mejor de
estos tratamientos quimicos fue el primero
de ellos (Figura 1).

En los tratamientos quimicos para el con-
trol de la enfermedad en crisantemo se en-
contré que con la aplicacion al suelo del fun-
gicida sistémico Carbendazim acompafiado
de aspersiones foliares del fungicida portec-
tor Vinclozolin se obtuvo el mejor control
de la enfermedad.

Si se comparan los tratamientos bioldgi-
cos entre si, se encontraron grandes diferen-
cias en los resultados, obteniéndose el mejor
control con el aislamiento T12 de T. hama-
tum. '

Cuando se compara el mejor tratamiento
quimico con el mejor antagonista bioldgico,
no se observaron diferencias significativas
entre los dos tipos de tratamientos, lo que
indica que el tratamiento con el aislamiento
T12 de T. hamatum es tan eficiente para el
control de la enfermedad como el tratamien-
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1T, hamatum - T12
B Carbendazim

(J Ferbam

B Ferbam + Vinclozolin
{7 Vinclozolin

3T, Viride - T10O

4 IT. bharzianum- T2

Testigo

Figura 1. NGmero de plantas enfermas en el ensayo de campo en crisantemo,
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to Carbendazim+ Vinclozolin,

Estos resultados junto con las observacio-

nes anteriormente mencionadas de que los
sintomas de la enfermedad se presentaron en
un 84% en la parte aérea de la planta, sugie-
ren que la fase perfecta del hongo desempe-
fia un papel importante en el mecanismo de
infeccion.

1,
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