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Eficacia de biofungicidas frente a la caida de plintula de pepino, inducida por Pythium aphanidermatum
Efficacy of biofungicides against the fall of cucumber seedling, induced by Pythium aphanidermatum
Deissy Milly Leiva Villanueva'”

RESUMEN

El objetivo de la te investigacion fue determinar la eficacia de ciertos tratamientos, a base de biofungicidas,
frente a la caida de plantula de pepino causada por Pythium aphanidermatum. Los tratamientos a evaluar fueron 7,
incluyendo un tratamiento testigo, sin usar ningtn producto. Los tratamientos usados fueron, un producto formulado
con Bacillus subtilis, otro con Trichoderma fertile y otro formulado con Trichoderma asperellum, denominado T34
Biocontrol; como productos de referencia se utilizaron fungicidas quimicos comerciales, en concreto Previcur
y Terrazole, y como biofungicida de control se utilizé Serenade Max. Se instal6 un ensayo en camara de
cultivo con 5 bloqu&s, 7 tratamientos y 4 repeticiones por tratamiento. Se pre-germinaron las semillas de pepino y
posteriormente se sembraron en las macetas previamente identificadas. Seguidamente se inoculé a todos los
tratamientos con un aislado de Pythium aphanidermatum.
Finalmente, se obtuvo que T34 Biocontrol logré reducir la incidencia de la enfermedad obteniendo el mismo
resultado que el fungicida quimico Previcur Energy. Asi mismo, se demostré que el producto a base de Trichoderma
fertile, también reduce la caida de plantula de pepino aunque no tan eficazmente como los otros tratamientos. Por
tltimo, los tratamientos con los biofungicidas Serenade Max y Bacillus subtilis no obtuvieron buenos resultados
contra la caida de plantula en pepino. De igual manera, el fungicida quimico Terrazole tampoco tuvo buenos
resultados contra la caida de plantula.

Palabras claves: Cucumis sativus, control biologico, fitopatogenos.

ABSTRACT

The goal of the present research was to determine the efficacy of certain treatments, based on biofungicides, against
the gmp of cucumber seedling caused by Pythium aphanidermatum. The treatments to be evl%ualed were 7,
including a control treatment, without using any product. The treatments used were a product formulated with
Bacillus subtilis, another with Trichoderma fertile and another formulated with Trichoderma asperellum, called T34
Biocontrol; as reference products, commercial chemical fungicides were used, specifically Previcur Energy and
Terrazole, and Serenade Max was used as control biofungicide. An assay was installed in a culture chamber with 5
blocks, 7 treatments and 4 repetitions for treatment. The cucumber seeds were pre-germinated and subsequently
planted in previously identified pots. All treatments were then inoculated with an isolate of Pythium
aphanidermatum.

Fmnally, it was obtained that T34 Biocontrol managed to reduce the incidence of the disease obtaining the same result
as the chemical fungicide Previcur Energy. Likewise, it so was demonstrated that the product based on Trichoderma
fertile, also reduces the drop of cucumber seedling although not as efficiently as the other treatments. Finally,
treatments with the biofungicides Serenade Max and Bacillus subtilis did not obtain good results against seedling fall
in cucumber. Similarly, the chemical fungicide Terrazole also did not have good r:suis against seedling fall.

Keywords: Cucumis sativus, biological control, phytopathogens.
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Efficacy of biofungicides against the fall of cucumber seedling, induced by Pythium aphanidermatum
Deissy Milly Leiva Villanueva™

RESUMEN

El objeivo de la presente investigacién fue determinar la eficacia de ciertos tratamientos, a base de biofungicidas,
frente a la caida de plntula de pepino causada por Pythiun aphanidermatum. Los tratamientos a evaluar fueron 7,
incluyendo un tratamiento testigo, sin usar ningtin producto. Los tratamientos usados fucron, un producto formulado
con Bacillus subiilis, otro con Trichoderma fertle y otro formulado con Trichoderma asperellum, denominado T34
Bioconirol; como productos de referencia se utilizaron fungicidas quimicos comerciales, en concreto Previcur
Energy y Terrazole, y como biofungicida de control se uflizd Serenade Max. Se instald un ensayo en cimara de
cultivo con 5 bloques, 7 tratamientos y 4 repeticiones por tratamicnto. Se pre-germinaron las semillas de pepino y
posteriormente s sembraron en las macetas previamente identificadas. Seguidamente se inoculd a todos los
tratamientos con un aislado de Pythium aphanidermatum.

Finalmente, se obtuvo que T34 Biocontrol logro reducir a incidencia de la enfermedad obteniendo el mismo
resultado que el fungicida quimice Previeur Energy. Asi mismo, se demaostro que el producto a base de Trichoderma
Jfertile, también reduce la caida de plntula de pepino aunque no tan cficazmente como los ofros tratamicntos. Por
tiltim, los tratamientos con los biofungicidas Serenade Max y Bacillus subtilis no obtuvieron buenos resulfados
contra la caida de plintula en pepino. De igual manera, el fungicida quimico Terrazole tampoco tuvo buenos
resultados contra a caida de plintula.

Palabras claves

‘ucumis sativus, control biologico, fitopatogenos.

ABSTRACT

“The goal ofthe present research was to determine the ¢ficacy of certain treatments, based on biofungicides, against
the drop of cucumber secdling caused by Pyhium aphanidermatum. The treaiments to be cvaluated were 7,
including a control treatment, without using any product. The treatments used were a product formulated with
Bacillussubiils, anothes with Trichodermafertileand amother formulated with Trichodermaasperellum, called T34
Biocontrol as reference products, commercial chemical fungicides were used. specifically brevicur Energy and
Terrazole. and Serenade Max was used as control biofungicide. An assay was installed n a culture chamber with 5
blocks, 7 reatments and 4 repetitions for reatment. The cucumber sceds were pre-germinated and subscquently
planted in previously identified pots. Al treatments were then inoculated with an isolate of Pythium
aphanidermatur.

Finally, it was obtained that T34 Biocontrol managed to reduce theincidence of the discase obtaining the same result
as the chemical fungicide Previcur Energy. Likewise, it so was demonstrated that the product based on Trichoderma
fertie, also reduces the drop of cucumber seedling although not as eficiently as the other treatmens. Finally.
treatmenis with the biofungicides Serenade Max and Bacillus subilis did not obtain good results against secdling fll
incucumber. Similarly, the chemical fungicide Terrazole lso did not have good results againstscedling al.

Keywords: Cucumis sativus, biological control, phytopathogens.
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+ Producto a base de Trichoderma fertile: su materia
activaes Trichoderma ertle 2x10 uelg.

Losproductos comercialesde referencia fucron:

+ PREVICUR ENERGY: fungicida cuyas materias
activas son Fosetl 31% p/v + Propamocarb 53%
iy, se usa para aplicar al suclo y en pulverizacién
foliar. Actia por via sistémica y contacto sobre las
pudriciones de raz-cuello producidas por Oomice-
tosde los géneros: Pythium y Phytophihora.

+ TERRAZOLE: es un fungicida cuya materia acti
vaes Etridiazol 48%, de plicacion al suclo para el
control de enfermedades de nascencia, de la raiz y
de los tallos, causadas por hongos de los géneros:
Pythium, Fusarium, Rhizoctoniay Phyiophthora.

+ SERENADE MAX: su materia activa es Bacillus
subtlis 14.3%. Caracteristicas generales: previene
y cura enfermedades foliares de I planta causada
por hongos patogenos de las clases: Deuteromice-
tes, Oomicetesy Ascomicetes.

Seutlizd sustrato d turba (DSM1W KEKILA),espe-

cial para semillero horticola. Su composicion esti

basada en la mezela de turba rubia. Posce una granulo-
metria fina y pH corregido, con un agente humectante

y fertilizante. Con la finalidad de homogenizar cl

sustrato, se humedecieron las bolsas y se dejaron incu-

bandotres dias antesde la instalacién del ensayo, Estas
bolsas contenian 12 liros de sustrato por bolsa, tnicn-
dountotalde 7bolsas, una por tratamicno.

Seaislo el hongo P aphanidermatum, parti de plan-

tas de pepino enfermas y posteriormente guardado en

la Micoteca del Laboratorio de Sanidad Vegetal,

ETS.LA, Universidad de Sevilla. Para obtener canti-

dades suficientes de insculo en cultivo, durante dos

dias el aislado de P aphanidermatum se cultivo en
placas con Agar jugo V8, para el cual se utlizaron los

ingredientes indicados en latabla 1

“Tabla L Ingredicotespara I preparcién el medio V§

Producto Parallitro
Zumode vegetales (VS) 200ml
Carbonatocilcico 3g
Agar 20g
Agua destilada 800ml

Luego Se batié el agar e las placas con micelio con
100 ml de agua estéril por placa con Ia batidora Ultra-
max Yellowline (Schott Ibérica S.A.) durante 3 minu-
10529500 £p.m, obieniéndose finalmente una suspen-
sion de micelio.

Para el ensayo se utilizaron semillas de pepino de la
variedad Marketer' (Vilmorin, Saint-Quentin-
Fallaber, Francia), varicdad precoz y productiva, de
frutos alargados conservindose verdes hasta bien
desarrollados con piel lisa de color verde intenso. S
pusieron a pregerminar las semillas de pepino en cajas
on papel de fitro himedo durante res dias, previo al
sembrado en las macetas. Posteriormente se llenaron
140 macetas con sustrato, para los 7 tratamientos,
previamente identificados. En este ensayo se utiliza-
ron macetas de 13 x 14 cm con un volumen de 600 ml.
Elmismodia s trasplantaron 10 plintulas por maceta,
s plintulas al momento del trasplane presentaban

dos cotiledones. Los tratamicntos y dosis de los pro-

ductos se pueden ver enla Tabla 2.
‘Tabla 2. Dosis utlizadas sginraamicnios
Tratamicntos Producto Dosis

i Testigo 0
n Bacillussubiiis 2.5g/m’
b Trichodermafertile 025 g/m*
™ SerenadeMax  2.5g/m’
i PrevicurEnergy  3cc/m®
T Terrazole 02cchm?
byl T34Biocontrol __025g/m?

Se hicieron dos inoculaciones del patogeno, la primera
se aplicé a los ocho dias y Ia segunda a los dieciscis a
parir del pre germinado de semillas. Para todos los
tratamientos, se aplicaron 25 mi de indculo por maceta
en cada aplicacion. El ensayo se realizo en una cémara
de cultivo bajo un fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas oscuridad y una humedad relativa del 70% al
100% durante el transcurso del ensayo. El riego apli-
cado fue segin el requerimiento del cultivo. Aproxi-
‘madamente a los diz dias del trasplante de pléntulas,
e empezt a medir enfermedad, cada lectura se realizo
3 veces por semana aproximadamente distinguiendo
entre planta sana y planta afectada.

‘Alos 30 dias de lasiembra se procedi6 al levantamicn-
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L INTRODUCCION

Las plagas en los cultivos son una de las mayores cau-
sas en las perdidas econdmicas para los productores
agricolas, es por ello que dentro de las técnicas de
control de las plagas se usan productos quimicos y
biolégicos (como los biofungicidas) (Enriquez ef al.
2010). En el control bioldgico de plagas, se usan agen-
tes, los cuales son microorganismos que deben tener la
capacidad de implantarse en laizosferay en la filosfe-
ra, creando una competencia entre ellos y el resto de
microorganismo que estin presentes en los cultivos
(Zavaleta-Mejia, 1999; Casanova et al., 2008). Esto
provoca que el efecto de las enfermedades producidas
por patégenos sea minimo, incluso en algunos casos
activan mecanismos de defensa en las plantas. Los
microrganismos usados en el control biolégico suelen
ser hongos como Clomastachys rasea o los hongos del
‘énero Trichoderma (Gofias ef al,, 2017). Sin embar-
£0. es necesario que las medidas de control biolgico
que se implementen tienen que ser comprobadas cien-
tificamente y ser eficaces técnicamente (Lacey, 2015)
La efectividad de los controles biologicos que se
implementan se ve afectada por varios factores, como
1 climatologia, Ia duracién del control biolégico, las
caracteristicas y propiedades edificas o ¢l contenido
en humedad (Diaz-Hernéndez etal, 2017).

Elpeino (Cucumis sativus L.) es originario de la India,
siendo domesticado en Asia y posteriormente introdu-
cido en Europa y América. Las variedades mis comu-
nes de pepino son el americano, el europeo, el holan-
désy el pepino oriental (Wehner y Maynard, 2003). Es
por ello que s uno de los cultivos con mis demanda
‘mundial, al ser muy utilizado en la dieta del ser huma-
1o, ya que comerse un pepino equivale a beberse un
vaso de agua, teniedo en cuenta que ¢1 96 % de su peso
s aguay el 4 % restante es materia solida conun gran
valor nutrtivo, pues es una gran fuente de minerales y
vitaminas (Flores, 2017). El cultivo del pepino puede
verse afectado por ciertos enemigos naturales, desta-
ando sobre todo los hongos,las bacterias y los nema-
todos, afectando a la produccién y productividad del
cultivo (Lopez-Elias, 2017).

o do investig. agroproducitn susieniabie 2(1: 7278, 2018  1SSN: 26209760 73

Los hongos del género Pythium, son los responsables
de que seanecesario abonar los cultivos en la agricul-
tura trashumante (Garcia, 2010), sin embargo su
potencial como limitante de Ia productividad se con-
funde con oros factores porla compleja vidadel suclo
(Valdeés-Rodriguez et al., 2011). Uno de los principa-
s hongos fitopatogenos de este qénero es el Pythium
aphanidermatum, wn cromista del suclo con una
amplia distribucion global, muy comin en regiones
clidas, ya que su crecimiento se v favorecido por las
temperaturas superiores a 30°C. Normalmente, P.
aphanidermatum sucle dafiar los futos, semillas,
raices y bases del tallo en plintulas jovenes (Parker,
2009). En conereto en el pepino, causa el shogamiento
de semillas y Ia caida de las plintulas (Sinchez y
Gallego, 2002). Santos et al (2006), determinaron la
capacidad supresora de un control bilogico como es el
compost de onjo de vid sobre ciertos fitopatogenos
que se dan cn los cultvos de hortalzas, nire ellos P
aphanidermatum.

Es por ello que en I presente investigacion se llevé a
cabo la evaluacion de Ia ficacia de tres biofungicidas:
Un productoa formulado con Bacillus subtils,otro con
Trichoderma fertile y otro con Trichoderma aspere-
lum (T34 Bioconirol); frentea los fungicidas quimicos
Terrazole y Previcur Encry y al biofumgicida Serenade
Max sobre caica de la pléintula producida por Pythium
aphanidermatum en pepino (Cucumis SativaL.).

1L MATERIALY METODOS

Se realiz un ensayo que consistié en evaluar a efica-
cia de biofungicidas, frente a la caida de plintula de
pepino provocada por Pythium aphanidermatum,
comparindolos con la eficacia de otros productos
comerciales. El disefio fue de 5 bloques distribuidos
completamente al azar, con 7 tratamientos y 4 repeti-
ciones por tratamicnto. Los biofungicidas de prucba
utilizados en éste ensayo fucron:

+ T34 BIOCONTROL: su materia activa es Trico-

dermaasperellum 10" ufclg, 10.83% pip.

+ Producto a base de Bacillus subtilis: su materia

activa es Bacillus subrilis 5,5x10" esporas/.
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s subtiis, todo ello bajo condiciones de campo. Por
otro lado, Virgen- Calleros ef al. (2000) lograron
determinar que ciertos fungicidas formulados con
‘Bacillus subtlis tiener una gran eficacia en el control
de Rhizoctonia solani en papa. Sin embargo en el ensa-
‘yorealizado, los productos de Bacillus subtlis no han
controlado caida de plintula en pepino.

Figura2. Peso rso de s difrcnes raaminos.

Todas s macetas fucron inoculadas con of patigeno P
phnidermain. Los valores s s de lo o el crcyo.
e s e peengesns grupos sgnfcaamene s
Exton s s (P09, egin el andis s varies
Scgadde et de 5D, Lo ko o anlse saadisicn foron
iormadoscons”

Enla figura 2, se puede ver que el peso fresco de las
plantas correspondientes alos ratamicntos con Previ-
cur Energy, T34 Biocontrol es estadisticamente mayor
que ¢l testigo. Los tratamientos con Trichoderma
Jertile, Terrazole y Serenade Max son estadisticamen-
te iguales comparados con el testigo; mientras que el
tratamiento con B. subiils present un menor peso
fresco. Esto explica que Pythium aphanidermatum
reduce el crecimiento vegetativo de las plantas y por
tanto tambin el peso fresco total de cada maceta (Ido-
wuetal,, 2016). Asi mismo esto efiejalaincidencia de
Iaenfermedad registrada durante el ensayo.

En la Figura 3, se observa que el peso seco del trata-
‘miento con Previcur Energy difiere significativamente
con el resto de tratamientos, esto corrobora lo dicho
anteriormentey por tanto muestra que es l ratamiento
‘mis eficaz contra la caida la plintula. Esto mismo fue
reportado por Scurtu et a. (2017) en guisantes (Pisum
sativum), aplicando Previcur Energy en semillas,

como proteccién ante ataques patogenos del suclo.

feT—

Figura:3. Peso scen de os ifrentes raamicnos.

Todas s maceas fueron inoculadas con cl patogeno Pythiam

idermain. Los valore son mediss de o daos dl csayo.
o disinta ety pertencena grpos signicsiovamentsdistnios
Esos grupos difren (0,09, scgun cf andis de vananza
Seguddel et de LSD. Los dato prs e snalss ctaistics focron
ansformadoscon.

IV.CONCLUSIONES
‘Tras el ensayo podemos concluir que en las condicio-
nes de ensayo estudiadas para la caida de pléntula de
pepino, ¢l T34 Biocontrol, formulado con Trichoder-
ma asperellum cepa T34, fue efectivo para el control
de caida de plintula en pepino producida por Pyrhium
aphanidermatum al mismo nivel que el tratamiento
con el producto quimico Previeur Energy.

En cuanto al biofungicida a base de Trichodermaferti-
le logré reducir caida de pléntula en pepino, micntras
que el biofungicida a base de Bacillus subflis no fue
efectivo para el control de caida de pléntula en pepino
producido por Pythium aphanidermatum.

Para finalizar, el biofungicida Sercnade Max y el
ico Terrazole, no lograron reducir la caida de

pléntula provocado por Pyrhium aphanidermatum en
pepino.
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o del ensayo, el mismo dia s realiz6 una iltima lectu-
ra de enfermedad, asi mismo se evalus la incidencia
final de la enfermedad, para ello se realizo el corte de
plantasanivel de cuclloy se calculé por maceta cl eso
frescode lapplanta y el eso seco de las plantas de pepi-
notras cuatro dias en una estufaa 75°C.

Se realiz6 un andlisis factorial de la varianza para las
variables de incidencia, peso fesco de la arte aérea de-
las plantas al final del ensayo y peso seco de la parte:
aérea de las plantas al final del ensayo. Para la separa-
ci6n de medias se empled el test LSD (P<0,05). Para
este anlisis se usd el programa Statgraphics Plus
versiéns.1

1L RESULTADOS Y DISCUSION
Enla figura 1 se describieron los datos registrados de
laincidencia de caida de plintula. Alos 9 diss despucs

de la inoculacién, los tratamientos no mostraron

diferencias significativas.

Figura 1. Evolucidn de la incidenci de I caida de plintula de
Pepin e os dtintos samicatos.

Todas s macetas fucton inoculdas con of patigcno Py
o os ier o msias 4 o a3l e
e s e pemsngesms s g amene st
Estos grupos difcren (P00 Scgin, <l andisis de varanza
a8 e st de LSD. Low ok pac anis cdiicn deos
e 12.15.16, 19y 26 s mocuacionfucron ranstormadoscon
SIS cpecivamente

b Periodo de tempo comprendid desde que I nocacin de
o sl el o
= Todenca medi e 1+ cad de pintl.

Eneldia 12 después dela inoculacion, se comenzaron
a observarse diferencias entre los distintos tratamien-
tos, observindose como el estigo se desmarca mos-
trando mis incidencias significativas en la caida de

pléntula que los tratamientos T34 Biocontrol, Tricho-
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dermafertile, Previcur Energy y Serenade Max.
Paracl dia 15 despucs de la inoculacion, los tratamien-
tos con Serenade Max, Terrazole, Bacillus subtilis y
Trichoderma fertile son significativamente iguales al
testigo; mientras que los tratamientos con T34 Biocon-
trol y Previcur Energy presentan significativamente
uma menor incidencia en comparacion con el testigo.
Sin embargo en cl dia 16 después de la inoculacion, el
tratamiento con Trichodermaertile cmpicza a presen-
tar una diferencia significativa frente al testigo, lo que
quiere decir que este tratamiento empicza a frenar el
avance de la caida de plantula al mismo nivel que los
tratamientos con T34 Biocontroly Previcur Energy.

El dia 19 después de la inoculacion, los tratamientos

con Bacillus sublis, Serenade max, Terrazole y Tri-

choderma fertile no muestran diferencias signific
vas con respecto l testigo: por lo que estos tratamien-
tos no logran reducir la caida de plintula en ¢l ensayo.
Sin embargo los tratamientos con T34 biocontrol y
Previcur Energy muestran menor incidencia.

Por iltimo, que el dia 26, correspondiente al final del
ensayo, se puede apreciar como el testigo muestra una
incidencia significativamente igual a los tratamientos
con: Bacillus subiils, Serenade Max y Terrazole. Sin
embargo Trichoderma fertile es significativamente
distinto al tesigo, logrando reducir incidencia (Figura
1). Los tratamientos con Previcur Energy y T34 Bio-
control muestran una menor incidencia queel testigoy
que Trichoderma fertile, por tanto son los mejores
tratamientos obtenidos durante el ensayo. Por fanto el
formulado de T asperellum cepa T34 mantiene la
eficacia contra la caida de plintula que se observo
anteriormente (Casanova et ., 2008).

Khabbaz y Abbas (2014) demostraron que Ia bacteria
Bacillus subiilis (aislado 8B-1) promueve el creci-
‘miento vegetal y suprime la podredumbre de raiz y
pudricion de plintulas de pepino en semilleros, causa-
dos por Pythiumspp. Algo parccido observaron Virgen
¥ Garcia (1990), a obtener una reduccién en la inci-
dencia de Fusarium oxysporum . sp. niveu, en plan-
tas de sandia, que pertenece a la misma familia de los

pepinos, mediante el tratamiento de semilla con Baci-
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