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CAPACIDAD ANTAGONICA IN VITRO DE Trichoderma spp.
FRENTE A Rhizoctonia solani Kuhn'Y Fusarium
verticillioides Nirenberg

Iraima C. Rodriguez' y Joksan Flores

RESUMEN

La rizoctoniosis (Rhizoctonia solani) y la fusariosis (Fusarium verticillioides) son las enfermedades flngicas de mayor relevancia
en el cultivo de maiz, ocasionando pérdidas econdmicas y deterioro en la calidad de los granos. En este trabajo se determiné la
capacidad antagdnica in vitro de 16 aislamientos de Trichoderma spp. frente a R. solani y F. verticillioides, con el objeto de
identificar aquellos aislamientos con mayor potencial para el control de los patégenos mencionados. Se realizaron pruebas de
cultivo duales, utilizando platos Petri con medio papa dextrosa agar. La evaluacion se realizdé durante 14 dias. Se empled un
disefio completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento. Los aislamientos de Trichoderma estudiados mostraron
diferencias significativas en las variables de porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC) y nimero de esclerocios formados en
los enfrentamientos contra R. solani, y las variables de PIC y porcentaje de inhibicion de la esporulacion al enfrentar a F.
verticillioides. Ademas, en general, se observaron tendencias a favor de la capacidad antagénica de Trichoderma en las variables
de porcentaje de reduccién de esclerocios, porcentaje de esclerocios parasitados y grado antagénico. Los aislamientos mas
promisorios frente a R. solani fueron Santa Lucia (F. koningii) y 06142 (Trichoderma croseum), mientras que frente a F.
verticillioides fueron BAPSOS e 19 (ambos identificados como T. harzianum). Fusarium mostré una mayor resistencia a ser
colonizado, en comparacion a Rhizoctonia, por las especies evaluadas de Trichoderma.

Palabras clave adicionales: Control biol6gico, fusariosis, porcentaje de inhibicion del crecimiento, rizoctoniosis

ABSTRACT

Antagonistic capacity of Trichoderma spp. in vitro against Rhizoctonia solani Kuhn and Fusarium verticillioides Nirenberg
The rizoctoniosis (Rhizoctonia solani) and scab (Fusarium verticillioides) are the most important fungal diseases in maize,
causing economic losses and deterioration in the quality of the grains. In this research, the antagonistic capacity of Trichoderma
spp. against R. solani and F. verticillioides was determined in vitro, in order to identify those isolates with the highest potential to
control the mentioned pathogens. Dual culture tests were performed during 14 days, using Petri dishes with potato dextrose agar
medium. The evaluation was conducted using a completely randomized design with five replicates. Trichoderma isolates showed
significant differences in the variables of percentage of growth inhibition (PGI) and number of sclerotia formed in its interactions
with R. solani, and the variables of PGI and percentage of sporulation inhibition in the interaction with F. verticillioides. Also, a
general trend was observed favoring the antagonistic capacity of Trichoderma in the variables of percentage of reduction in the
number of sclerotia, percentage of sclerotia parasitized and antagonistic degree. The most promising isolates against R. solani
were Santa Lucia (T. koningii) and 06142 (T. croseum), while against F. verticillioides they were BAPSOS and 19 (both identified
as T. harzianum). Fusarium showed greater resistance to colonization, when compared to Rhizoctonia, by the evaluated
Trichoderma species.

Additional key words: Biocontrol, percentage of growth inhibition, rizoctoniosis, scab

INTRODUCCION de ellas puede disminuir su rendimiento y
ocasionar muerte de plantas (Cardona et al., 1999;

La mancha bandeada o rizoctoniosis por Garcia et al., 2006).
Rhizoctonia solani y la pudricién del tallo y de la En Venezuela, el dafio ocasionado por R. solani,
mazorca o fusariosis del maiz ocasionada por ha venido ocupando lugares preponderantes en
Fusarium verticillioides, son dos enfermedades areas maiceras de Portuguesa. Las lesiones
que afectan a este cultivo en Venezuela. Cada una causadas por este fitopatdgeno se localizan en las
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hojas bandera, desde las cuales pueden avanzar
hasta alcanzar las mazorcas (Rodriguez et al.,
2003). Desde 1995, la presencia de la enfermedad
se ha observado afectando tallos, hojas y mazorcas
de las plantas con incidencias desde 32 hasta
90 %, caracterizadas por largas zonas decoloradas
alternadas con bandas oscuras (Cardona et al.,
1999).

En la Colonia Agricola de Turén del estado
Portuguesa, el hongo ha sido identificado por
causar dafios en maiz y en los Gltimos seis afios ha
ocasionado pérdidas en la cosecha por el orden del
75 % (Puentes y Mejias, 2003). Anteriormente
esta enfermedad se asociaba en etapas avanzadas,
pero desde 2003 se ha observado en etapas
tempranas ocasionando pérdidas significativas en
el rendimiento debido a la caida y muerte de
plantas, ademas de un alto numero de mazorcas
enfermas.

Fusarium verticillioides, causante de la
pudricion del tallo y de la mazorca, es capaz de
colonizar el maiz durante todo el ciclo vegetativo
de la planta incluyendo raiz, tallo, mazorca y en
granos. En muchos casos, la presencia del hongo,
no es perceptible, pues no causa dafio visible en la
semilla o en la plantula.

La importancia del control de estas
enfermedades fangicas (rizoctoniosis y fusariosis)
no sélo radica en disminuir las pérdidas en
rendimiento que ellas ocasionan, sino también en
evitar la produccion de fumonisinas sintetizadas
por F. verticillioides, que tiene implicaciones en la
calidad de los granos, en la salud publica y animal
gracias a su gran poder toxigénico (Mazzani et al.,
1999; Garcia et al., 2006).

Las condiciones tropicales favorecen la
incidencia de estos dos patdgenos en el cultivo de
maiz y en la actualidad su control se realiza con
productos quimicos, practicas culturales y control
biolégico. Dentro de este Gltimo se estan
empleando férmulas a base del hongo antagonista
Trichoderma sp., el cual tiene comprobada accion
sobre hongos del suelo como Rhizoctonia,
Sclerotium y Fusarium (Fernandez, 2001; Infante
et al., 2009; Guédez et al., 2012).

El uso de estas cepas comerciales no siempre
tiene el efecto esperado y pueden presentar
problemas con su persistencia en el suelo. Por esta
razén se considera importante la obtencién de
aislamientos nativos del hongo antagonista, los
cuales estan mejor adaptados a las condiciones

edafocliméticas de la zona especifica donde serén
aplicados (Gonzalez et al., 1999). Para lo cual se
recomienda realizar pruebas in vitro que reflejen
la capacidad y la variabilidad genética del
antagonista, y la del fitopatdgeno para resistir el
antagonismo, permitiendo asi la seleccién
preliminar, para luego ser evaluados en
condiciones de campo, determinando de esta
forma su capacidad de inhibir o controlar el
crecimiento del hongo fitopatogeno (Bell et al.,
1982). Por tal motivo, se evalud la capacidad
antagénica de 16 aislamientos de Trichoderma
provenientes de zonas agricolas de los estados
Aragua y Guérico frente a dos de los patogenos
mas importantes que afectan el cultivo de maiz (R.
solani y F. verticillioides), con la finalidad de
seleccionar los mejores y utilizarlos posteriormente
en condiciones naturales.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en el Laboratorio de
Microbiologia del Instituto de Quimica, Facultad
de Agronomia de la Universidad Central de
Venezuela.  Se  realizaron  pruebas  de
enfrentamiento en cultivos duales entre 16
aislamientos de Trichoderma provenientes de
algunas zonas agricolas de los estados Aragua y
Guérico y los patdgenos Rhizoctonia solani vy
Fusarium verticillioides.

El aislamiento de R. solani se obtuvo mediante
el método de siembra directa, a partir de muestras
de material vegetal enfermo y esclerocios
presentes en plantas de maiz con sintomas de
rizoctoniosis, en una zona maicera de los Valles
de Tucutunemo en el estado Aragua. El hongo
aislado, una vez comprobada su patogenicidad en
plantas de maiz, fue conservado en tubos de
ensayo contentivos del medio papa dextrosa agar
(PDA).

El aislamiento de F. verticillioides se aislé a
partir de granos de maiz recién cosechados por el
método de siembra directa en medio de cultivo
malta sal agar. De las colonias fungicas se tomo
una muestra la cual fue sembrada en PDA,
para su preservacion y uso en las pruebas de
enfrentamiento.

Los aislamientos de Trichoderma spp.
utilizados pertenecen a la coleccion de hongos de
la Clinica de Enfermedades de Plantas de la
Facultad de Agronomia (UCV), los cuales se
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aislaron a partir de muestras de suelo de diferentes
zonas agricolas de los estados Aragua y Guarico
(Cuadro 1). ElI método de siembra utilizado fue el
de incorporacidn en placas y la siembra se realizd
en el medio PDA. La incubacién de las placas se
hizo a 28 °C por un periodo de 3 a 5 dias. Los
aislamientos obtenidos se transfirieron a tubos de
ensayo contentivos de PDA en cufia, se incubaron
por 7 dias y luego se conservaron a bajas
temperaturas (5-10 °C).

Cuadro 1. Denominacion y procedencia* de los
aislamientos de Trichoderma spp.
Aislamiento  Cultivo Procedencia

AB1 Arenales

JCFA05 Frijol Caicara

BAPSOS Sorgo Palo Negro, Caicara
19 Sorgo Palo Negro

Santa Lucia Tomate Santa Lucia

C5 Valles de Tucutunemo
C1 Valles de Tucutunemo
M2 Valles de Tucutunemo
06153 Valles de Tucutunemo
J10 Tomate Camatagua

Al Tomate  EIl Sombrero

M11 Maiz Pao de Zarate

06143 Finca Anapiar

06146 Finca Dolores

06142 Tocorén

06141 Arenales

*Todos del estado Aragua a excepcidn de EI Sombrero,
que corresponde al estado Guarico

Para evaluar el potencial antagénico de los
aislamientos de Trichoderma spp. contra R. solani
y F. verticillioides, se realizaron pruebas de
cultivo dual, para ello se sembraron en la
superficie de platos de Petri con PDA, discos de 5
mm de didmetro colonizados con micelio de
Trichoderma en un lado de la capsula y otro disco
con micelio del patégeno en el otro extremo. El
material se incubd por 14 dias a temperatura
ambiente y se realizaron las observaciones en el
momento indicado para cada variable considerada.

Se realizaron 32 pruebas de enfrentamiento (16
aislamientos de Trichoderma vs R. solani y 16
aislamientos de Trichoderma vs F. verticillioides)
con su testigo correspondiente (5 placas sélo con
R. solani o F. verticillioides segun el caso). Se

utilizé un disefio completamente al azar de 34
tratamientos y cada tratamiento constd de cinco
repeticiones, donde cada céapsula Petri se
considerd una unidad experimental, para un total
de 170 de placas.

En las  interacciones  evaluadas, se
determinaron las siguientes variables: porcentaje
de inhibicién del crecimiento (PIC) y grado de
antagonismo (GA). Para el caso de las
combinaciones Trichoderma vs R. solani, se
evalu6 ademas de las indicadas, el porcentaje de
reduccion del nimero de esclerocios (PRE) y
porcentaje de esclerocios parasitados (PEP),
mientras que en los enfrentamientos entre
Trichoderma vs F. verticillioides se determind en
adicion el porcentaje de inhibicion de la
esporulacion (PIE). Las mismas se midieron y
analizaron como se indica a continuacion:
Porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC):
Cada 24 h se midio el radio de la colonia del
patdgeno tanto en las interacciones como en los
testigos, con ello se determiné el PIC mediante la
formula: PIC = [(crecimiento del testigo-
crecimiento del tratamiento)/ crecimiento del
testigo] x 100. Los datos obtenidos se analizaron
mediante Anova y prueba de Tukey.

NUumero de esclerocios formados (NEF):
Culminada cada prueba de enfrentamiento, se
contabilizé el namero de esclerocios por placa,
tanto en las placas testigo de R. solani como en las
interacciones, y los resultados fueron cotejados
con el testigo mediante la prueba de Dunnett.
Porcentaje de reduccion de esclerocios (PRE):
Para el céalculo de PRE se utilizdé la siguiente
formula: PRE= [(N° promedio de esclerocios
formados en placas testigo de R solani - N°
promedio de esclerocios formados en la
interaccion  Trichoderma vs R. solani)/N°
promedio de esclerocios formados en placas
testigo de R. solani] x 100. Los resultados fueron
analizados de manera descriptiva.

Parasitismo de esclerocios (PEP): Una vez
culminadas las mediciones de crecimiento en las
diferentes interacciones (Trichoderma vs R.
solani), se tomé un tercio de los esclerocios
formados/tratamiento y se desinfectaron por
30 s con hipoclorito de sodio al 3,5 %, luego se
lavaron en agua destilada estéril, se secaron en
papel de filtro estéril y se sembraron en PDA. El
material se incubd por 5 dias a la espera de que se
desarrollara R. solani o Trichoderma a partir de
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los esclerocios sembrados. EI PEP se obtuvo
mediante la formula: PEP = [N° de esclerocios
parasitados por Trichoderma/N° de esclerocios
evaluados en cada tratamiento] x 100. Los
resultados fueron analizados de manera
descriptiva.

Grado de antagonismo (GA): Se midio segun la
escala utilizada por Bell et al. (1982) y Askew y
Laing (1994), descrita a continuacion y la cual
relaciona el avance del crecimiento de
Trichoderma frente al del patégeno. Clase 1:
Trichoderma crece completamente sobre el
patégeno y cubre toda la superficie del medio;
clase 2; Trichoderma crece al menos sobre dos
tercios de la superficie del medio; clase 3;
Trichoderma coloniza el 50 % del medio y ningun
organismo aparece dominado por el otro; clase 4.
El patdgeno coloniza al menos dos tercios de la
superficie del medio; clase 5: El patégeno crece
completamente sobre la superficie del medio.

Las evaluaciones se realizaron a los 5, 7, 10 y

14 dias. Se consideré que un aislamiento era
antagonista si presentaba la clase 1 0 2 y no
antagonista si se encontraba en las clases 3, 4
6 5. El andlisis de los resultados se efectud de
forma descriptiva.
Porcentaje de inhibicion de la esporulacion
(PIE): Una vez finalizadas las pruebas de
enfrentamiento (Trichoderma vs F. verticillioides),
con el uso de la camara de Neubauer, se realizo el
contaje de conidios del patégeno por mL de
solucion segun la metodologia de French vy
Herbert (1980) y se calcul6 el PIE de acuerdo a la
férmula: PIE = [(Esporulacion del testigo -
esporulacion del tratamiento)/ Esporulacion del
testigo] x 100.

Se realizaron cinco contajes de conidios/
interaccion. Los valores de PIE obtenidos de los
16 aislamientos de Trichoderma spp. fueron
comparados utilizando Anova y prueba de Tukey.

Se identificaron los aislamientos de
Trichoderma que resultaron méas destacados en
cuanto a su capacidad de controlar in vitro el
crecimiento 'y produccion de estructuras
reproductivas tanto para el caso de F.
verticillioides como de R. solani. La identificacion
se realiz6 mediante el método convencional, el
cual contempl6 una descripcion macroscépica Yy
microscopica, y la comparacion con las claves
micoldgicas especializadas de Bissett (1991a;
1991b) y Rifai (1969).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evidenci6 la presencia de grupos
estadisticamente  diferentes, que  variaron
dependiendo del aspecto evaluado y de su
interaccién con el patdgeno, F. verticillioides o R.
solani. A pesar de las diferentes caracteristicas de
crecimiento 'y formacion de  estructuras
reproductivas (conidios y esclerocios) que hay
entre los patdgenos mencionados, todos los
aislamientos de Trichoderma spp., lograron
inhibir significativamente el crecimiento micelial
de ambos hongos (Cuadros 2 y 3); sin embargo, se
evidencid que el control in vitro fue superior en el
enfrentamiento contra Rhizoctonia.

Porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC)
de Trichoderma spp. frente a R. solani. Todos
los tratamientos inhibieron significativa-mente el
crecimiento de R. solani. La mitad de los
aislamientos presentd una inhibicioén superior al
50 %. Se destacan los aislamientos Santa Lucia,
06142, BAPSOS y 06141 con 60,0; 58,23; 54,58 y
53,88 % PIC, respectivamente (Cuadro 2). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por
Hernandez et al. (2006), quienes en condiciones
similares obtuvieron un PIC de 53 y 58 % cuando
evaluaron a T. harzianum A-53 y A-34 contra R.
solani. En una investigacion reciente (Pérez et al.,
2018) se encontrd que la misma cepa A-34 de T.
harzianum fue muy efectiva en el control de las
enfermedades fungicas mancha parda, pudricién
de la vaina y tizén del arroz con niveles de
eficiencia entre 70 y 90 %.

Reduccion de esclerocios. Una vez finalizadas las
pruebas de enfrentamiento, se determind el
NEF/interaccion y se observaron diferentes
niveles de reduccion del nimero de esclerocios en
las combinaciones evaluadas (Cuadro 2).
Comparando el NEF en las placas testigo de R.
solani con el obtenido en las pruebas de
enfrentamiento, se encontrd6 que todos los
aislamientos de Trichoderma spp. evaluados,
excepto AB1, lograron inhibir apreciablemente la
formacion de esclerocios. La menor cantidad de
esclerocios formados ocurrié en la interaccion
con los aislamientos Cl1 y 06142, donde el
promedio fue de 1 y 2 esclerocios por placa,
respectivamente, muy inferior al promedio de las
placas testigo (16 esclerocios por placa), mientras
que la mayor formacion de esclerocios la
permitieron los aislamientos 19 y AB1 con 13y 14
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esclerocios por placa.

Con los resultados obtenidos se calcularon los
porcentajes de reduccion de esclerocios (PRE)
derivados de los enfrentamientos de los 16
aislamientos de Trichoderma spp. sobre R. solani,
los cuales oscilaron entre 93,7 y 12,5 % (Cuadro
2). La capacidad de reducir el numero de
esclerocios es wuna cualidad particularmente
importante en hongos antagonistas, ya que tales
estructuras permiten la sobrevivencia de algunos
hongos en el suelo, entre ellos Rhizoctonia, por

tanto cualquier efecto en disminuir su formacion
tiene consecuencias positivas en el cultivo
susceptible y una reduccion significativa en la
fuente de inoculo para proximas siembras.
Sobre este particular Durman et al. (1999)
sefialan una disminucion en el crecimiento y la
supervivencia de esclerocios de R. solani al
aplicar aislamientos de Trichoderma spp., con
resultados satisfactorios en el control de este
patbgeno en tomate bajo condiciones de
invernadero.

Cuadro 2. Capacidad antagonica de in vitro de Trichoderma spp. frente a R. solani medida a través de las
variables porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC), nimero de esclerocios formados
(NEF), porcentaje de reduccién de esclerocios formados (PRE), porcentaje de esclerocios
parasitados (PEP) y grado antag6nico (GA). En paréntesis se muestra el dia de la medicion

Aislamiento PIC (14d) NEF PRE PEP GA(d) GA(7d) GA (10d) GA (14d)
ABL 49,64 def 14 1250 90 3 3 3 3
JCFAO05 51,52 cde 5% 67,18 100 3 2 1 1
BAPSOS 54,58 bc 9* 40,00 100 3 3 1 1
Santa Lucia 60,00 a 5« 67,18 100 2-3 2-1 1 1
C5 46,82 fg 3* 8125 100 3 3 3 3
J10 50,58 def 5% 67,18 100 3 2 2 1
M2 44,94 gh 10 37,00 100 3 3 1 1
c1 51,29 cde 1* 9375 100 3 2 2 2
Al 48,70 def 5 67,18 0 3 3 3 3
M11 45,64 fgh 6* 6375 100 3 2 1 1
19 52,94 bed 13* 16,25 100 3 2 1-2 1
06143 49,41 def 4% 7375 100 3-2 2 1 1
06146 47,84 efg 5 67,18 100 3 3 1 1
06142 58,23 ab 2* 8750 100 1-2 1 1 1
06153 48,23 def 5 67,18 100 3 2 1 1
06141 53,88 bcd 7* 5500 83 3 3 1 1

Letras distintas en la columna de PIC indican diferencias significativas entre aislamientos segun la prueba de Tukey
(P<0,05). Los asteriscos en la columna de NEF indican diferencias significativas con el testigo segln la prueba de

Dunnett (P<0,05)

Parasitismo de esclerocios. De las interacciones
evaluadas, se distinguen tres grupos, el
primero de ellos el conformado por AB1 y 06141
con un parasitismo parcial de 90 y 83 %,
respectivamente, el segundo por Al con 0 % de
parasitismo y el Gltimo grupo formado por los 13
aislamientos restantes, con 100 % de parasitismo
(Cuadro 2). Esta capacidad de hiperparasitismo ha
sido sefialada por Cundom et al. (2000) quienes
sefialan parasitismo total de esclerocios de R.
solani, Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotium
rolfsii con el uso de Trichoderma spp. En las
interacciones de Trichoderma 06141 y AB1 frente
R. solani el hiperparasitismo de los esclerocios fue
parcial, lo que pudiera ser una sefial de una baja

produccién de metabolitos secundarios como
carboximetilcelulosa y proteasas, responsables de
la degradacion de la pared celular de los
esclerocios de Rhizoctonia, como lo afirman
Stefanova et al. (1999).

Grado de antagonismo. Para el quinto dia no se
encontraron diferencias muy notorias entre los
tratamientos, aun cuando se destacaron los
aislamientos 06142 y Santa Lucia al alcanzar
las mejores clases antagénicas, 1-2 y 2-3,
respectivamente (Cuadro 2). Sin embargo,
Alarcén et al. (2005) sefialaron un aislamiento de
T. harzianum con mayor agresividad frente a
Rhizoctonia solani, el cual logré la clase
antagénica 1 a los 5 dias.
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A los 7 dias el aislamiento 06142 fue el Gnico
en alcanzar la clase antagénica 1, lo cual
diferencia a 06142 del resto, indicando asi que

este aislamiento tiene la mayor capacidad de
colonizar a Rhizoctonia en comparacion a los
restantes.

Cuadro 3. Capacidad antagdnica de in vitro de Trichoderma spp, frente a F. verticillioides, medida a través de
las variables porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC), porcentaje de inhibicion de la
esporulacion (PIE) y grado antagonico (GA). En paréntesis se muestra el dia de la medicion

Aislamiento PIC (7 d) PIC (14 d) PIE (14d) GA(Gd) GA(7d) GA(10d) GA(14d)
AB1 47,52 ab 46,66 e 79,51 bede 2 2 2 4
JCFAO05 43,06 abc 67,05 abc 95,42 ab 2 2 1 1
BAPSOS 43,56 abc 68,33 abc 93,99 ab 2 2 1 1
Santa Lucia 42,57 abc 67,77 abc 97,33 a 2 2 1 1
C5 44,30 abc 68,74 abc 75,96 cde 2 2 2 2
J10 36,87 abcd 64,58 abcd 93,53 ab 3 2 1 1
M2 34,40 cd 63,19 bed 86,62 abc 3 3 3 3
C1 46,78 abc 70,13 ab 70,26 de 2 2 2 2
Al 40,52 abcd 66,66 abc 65,59 e 3 3 3 3
M11 40,59 abc 66,66 abc 94,09 ab 2 2 1 1
19 43,56 abc 68,33 abc 94,40 ab 2 2 1 1
06143 36,63 bed 64,44 abcd 73,43 cde 2 2 2 2
06146 32,67 d 62,22 cd 71,35 cde 2 2 2 2
06142 43,56 abc 68,33 abc 85,09 abcd 2 2 2 1
06153 28,71 e 59,99 d 92,26 ab 2 2 2 1
06141 48,02 a 70,83 a 68,63 e 2 2 2 2

Letras distintas en las columnas de PIC y PIE indican diferencias significativas entre aislamientos segun la prueba de

Tukey (P<0,05)

El grado antagonico entre los distintos
tratamientos fue homogéneo a los 10 y 14 dias; sin
embargo, existe heterogeneidad en las clases
antagbnicas  obtenidas en las  distintas
interacciones (Cuadro 2), las cuales variaron de la
clase 3 (no antagdnica) a la clase 2 y 1 (clases
antagonicas).

Dada la agresividad y consistencia de los
aislamientos Santa Lucia y 06142 ante las
variables estudiadas, frente a Rhizoctonia, se
puede asegurar que en condiciones in vitro son los
aislamientos mas antagonicos de los 16 evaluados
(Cuadro 2). El hecho de que los aislamientos de
Trichoderma mencionados, tuvieran contacto
rapidamente con Rhizoctonia y lo cubrieran en su
totalidad en 5 a 7 dias, evidencia que crecen
pronto y tienen agresividad; en este sentido
Michel et al. (2013) sefialaron que existe una
gran agresividad de Trichoderma spp. Yy
susceptibilidad de S. rolfsii, cuando se colocan en
cultivos apareados, siendo el aislado Tcn-11 el
que se desarrolld6 més rapido (50,80 mm), lo que
demuestra mayor agresividad hacia el patégeno;
mientras que la cepa Tcn-7 no presentd

agresividad y crecid s6lo 27,5 mm. Ello confirma,
gue la velocidad de crecimiento que presentan las
especies de Trichoderma es una caracteristica de
agresividad y  competitividad que  este
microorganismo posee como antagonista para el
control de hongos fitopatdgenos (Cook y Baker,
1983).

Porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC)
de F. verticillioides frente a Trichoderma spp.
Los valores de PIC obtenidos en las interacciones
de Trichoderma spp. y F verticillioides a los 7
dias  demuestran la formacion de 5 grupos
estadisticamente homogéneos (P<0,05), siendo los
aislamientos 06141 y AB1 los que mostraron los
mayores PIC con 48,02 y 4752 %,
respectivamente, mientras que M2 (34,40 %),
06146 (32,67 %) y 06153 (28,71 %) presentaron
los menores valores (Cuadro 3). Herndndez et al.
(2006) obtuvieron PIC de 48 % sobre F.
subglutinans con el uso de T. atroviride y T.
harzianum en el dia 7 de evaluacién, siendo estos
valores similares a los conseguidos por 06141
(PIC = 48,02) y AB1 (PIC = 47,52) sobre F.
verticillioides.
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Asi mismo, los PIC obtenidos a los 7 y 14 dias
de enfrentamiento de Trichoderma spp. contra F.
verticillioides (Cuadro 3), parecen indicar que a
medida que avanza el tiempo de enfrentamiento,
aumenta la capacidad de biocontrol del
antagonista frente al patégeno en referencia. Esta
tendencia se observd en 15 de los 16 aislamientos
ensayados (todos excepto AB1). Altuna et al.
(2003) realizaron por separado, pruebas de
enfrentamiento in vitro entre Trichoderma spp. y
dos formas especiales de F. oxysporum [cubense
(muséceas) y lycopersici (tomate)], el primero de
los autores reportd PIC de 16 a 20 % a los 5 dias,
mientras los segundos obtuvieron PIC de 49 % a
los 8 dias. Esto pudiera ser indicativo de que al
estudiar un mismo patégeno se pueden obtener
diferentes valores de PIC, dependiendo del dia que
se realice la medicion, por lo que resulta
conveniente evaluar las interacciones patdgeno-
antagonista por largos periodos de tiempo, a fin de
detectar si el patdégeno tiene la capacidad de
adaptarse y desarrollar algn mecanismo de
defensa que le ayude a resistir y contraatacar a un
posible antagonista.

De igual forma, al comparar los aislamientos
de Trichoderma que lograron los PIC maés altos
frente a Fusarium (06141 y AB1) con los
obtenidos con Rhizoctonia (Santa Lucia, 06142)
se observa que no hubo coincidencia, dando lugar
a sefialar que existié diferencia en la capacidad
antagonica y en la especificidad de accion del
antagonista contra el patégeno. Tal como lo
indican Carvajal et al. (2008) quienes muestran
que el comportamiento micoparasitico de los
aislamientos de Trichoderma spp. varia segun se
trate de Sclerotium rolfsii o Rhizoctonia solani,
evidenciando una amplia especificidad del
antagonista por su sustrato por lo que
recomiendan realizar cuidadosas selecciones del
aislamiento de Trichoderma que se utilice en
programas de control de fitopatogenos.
Porcentaje de inhibicion de la esporulacion
(PIE). Los valores de PIE obtenidos a partir de las
diferentes interacciones hongo-antagonista
muestran diferencias significativas entre los
aislamientos, los cuales fueron agrupados de
acuerdo a la prueba de Tukey en 5 categorias
(Cuadro 3). Los PIE variaron entre 65,59 a
97,33 %, siendo los aislamientos Santa Lucia y
JCFAQ5, los que mostraron los valores mas altos
(97,33 y 95,42 %, respectivamente), mientras que

los més bajos lo manifestaron 06141 (68,63 %) y
Al (65,59 %).

Todos los aislamientos de Trichoderma
lograron reducir significativamente la cantidad de
macro y microconidios producidos por Fusarium
al ser comparado con el testigo. Resultados estos
similares a los obtenidos por Altuna et al. (2003)
quienes encontraron un PIE de 77 % a los 8 dias,
cuando evaluaron in vitro a Trichoderma spp. y F.
oxysporum f. sp. lycopersici. Castillo (2005)
(datos no publicados), consiguié un PIE de 72 y
81 % a los 5 dias, al enfrentar a Trichoderma spp.
y F. oxysporum f. sp. cubense.

Cabe sefialar, que en algunas interacciones
Fusarium-Trichoderma, se presentaron relaciones
entre las variables evaluadas diferentes a las
esperadas, tal es el caso de las observadas con los
aislamientos 06141 y C1, quienes a los 14 dias de
enfrentamiento evidenciaron altos valores de PIC
(70,83 y 70,13 %, respectivamente) acompafiados
de PIE relativamente bajos (68,63 % y 70,26 %)
en comparacién con el obtenido en otras
interacciones (> 90 %). Caso contrario se observo
con 06153 quien redujo significativamente la
esporulacion (PIE=92,26 %), pero fue el que menos
inhibi6 el crecimiento micelial (PIC = 28,71 %).
Grado de antagonismo (GA). Los aislamientos
evaluados expresaron diferentes respuestas y
clases antagénicas en el tiempo. C5, C1, 06143,
0614606141, M2 y Al mantuvieron constantes
sus clases antagonicas del dia 5 hasta el 14,
mientras que BAPSOS, 19, JCFA05,Santa Lucia y
M11 lograron mejores clases antagOnicas a
medida que transcurria el tiempo, por ultimo AB1
paso de la clase 2 a una no antagénica (clase 4) a
los 14 dias (Cuadro 3). Estas diferencias en los
resultados  obtenidos demuestran la alta
variabilidad en la actividad antagénica de los
diferentes aislamientos de Trichoderma sp. Ello
pudiera estar relacionado con el origen de las
cepas del antagonista, tal como lo sefiala Agamez
(2009), quien menciona que probablemente la
naturaleza nativa de los aislados, favorece a la

afinidad que determinadas especies de
Trichoderma puedan tener por un fitopatdgeno en
especial.

Al evaluar y analizar el comportamiento de
Trichoderma spp. ante las variables estudiadas
(PIC, PIE y GA) (Cuadro 3) se puede sefialar que
los aislamientos BAPSOS, 19, JCFAQO5 y Santa
Lucia destacaron como los de mayor actividad
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antagonica in vitro frente a F. verticillioides; sin
embargo, tomando en consideracién que sélo se
debian seleccionar dos aislamientos y que
presentaban respuestas similares ante las variables
sefialadas, se tom6 como referencia principal el
PIC a la hora de escoger dentro de los cuatro
indicados, a los que se iban a identificar. Los otros
aislamientos fueron preservados para estudios
posteriores y forman parte de la coleccion del
laboratorio.

Identificacion de los aislamientos de
Trichoderma spp., con mayor capacidad
antagonica in vitro. Los dos aislamientos con
mayor capacidad antagoénica in vitro frente a R.
solani (06142 y Santa Lucia) y F. verticillioides
(BAPSOS e 19) fueron identificados como
Trichoderma croseum (06142), T. koningii (Santa

Lucia) y T. harzianum (BAPSOS e 19), con base a
sus caracteristicas macro y microscopicas y su
comparacion con las claves micoldgicas de Bissett
(1991; 1991b) y Rifai (1969) (Cuadro 4). Es de
resaltar que los aislamientos de Trichoderma
seleccionados resultaron diferentes para ambas
especies de hongos fitopatdgenos evaluados (R.
solani y F. verticillioides) lo cual parece reafirmar
que existe especificidad entre el antagonista y el
patégeno y que la misma depende del aislamiento
de Trichoderma en particular y no de la especie a
la que pertenece, asi como de su capacidad para
atacar en forma concreta a cepas determinadas de
hongos fitopatdgenos (Hoyos et al., 2008). Ello ha
sido particularmente observado en hongos
formadores de esclerocios (Sclerotium rolfsii y
Rhizoctonia solani) (Howell, 2006).

Cuadro 4. Caracteristicas morfologicas diferenciales de las 4 especies de Trichoderma identificadas

Aislamiento/ L Fialide Conidios Clamidosporas
Especie (*) Conididéforo (um) (um) (um)
BAPSOS/ Cerrado, ramificado  Ampuliforme: 7,3x2,85 Globosa: 3,1 Escasas,
T. harzianum en pares, 2-5 Langeliforme: 13x1,8 Subglobosas: 9,5,

fialides/verticilo

19/ Cerrado, bien Ampuliforme: 7,

Subglobosa: 3,8x2,58  Terminales e
intercalares

6x2,85 Subglobosa: 2,85x1,89 Intercalares y

T. harzianum ramificado, 4 Langeliforme: 11,4x2,85 terminales

fialides/verticilo

Ovoide: 3,8x2,85

06142/ Abierto, no muy Langeliforme: 14x1,9  Globosa 2,85 Globosas : 6,6,

T. croseum ramificado, con

extensiones fértilese  Ampuliforme: 7,

infértiles de aspecto
rugoso, 3-6
fialides/verticilo

Subglobosas:
6x2,8 Subglobosa: 2,8x1,9 6,6x4,75, Terminales
e intercalares
Ovoide: 3,8x1,9

Sta. Lucia/ Abiertos, 3-4 Langeliforme: 14,2x3,5 Sub-globosa: 3,8x2,9  Terminales,
T. koningii fialides/verticilo Ampuliforme: 9,5x2,85 Globosas: 6,6,
Ovoides: 4,7x2,9 Intercalares,
Globosas: 5,8

*Claves micoldgicas usadas en la identificacion de las especies de Trichoderma: Bissett (1991a; 1991b) y Rifai (1969)

Se conoce que para el manejo de hongos del
suelo, tales como R. solani y F. verticillioides, se
deben poner en practica varias estrategias de
control, entre ellas el realizar aplicaciones de
biocontroladores de manera preventiva, por lo
tanto para que ello sea posible, es necesario no
solo el elegir in vitro los aislamientos del
antagonista que tengan una velocidad mayor de
crecimiento que los patdgenos a controlar, tal
como ocurrid en esta investigacion, sino el evaluar

su capacidad antagOnica bajo condiciones de
umbréculo y de campo, y estudiar la posibilidad
de utilizar mezclas de estos aislamientos en
busqueda de una accion combinada o sinergistica
que pueda ser traducida a un mayor control.

CONCLUSIONES

Las variables utilizadas de porcentaje de
inhibicién del crecimiento (PIC) y de esporulacion
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(PIE), grado antagénico (GA), porcentaje de
reduccion del nimero de esclerocios (PRE) y
porcentaje de esclerocios parasitados (PEP) para
R. solani y PIC, PIE y GA para F. verticillioides
resultaron en conjunto suficientemente potentes
para discriminar los aislamientos de Trichoderma
mas promisorios contra los patdgenos en estudio;
sin embargo, para el caso de los enfrentamientos
contra Rhizoctonia prevalecié como criterio final
de eleccion la variable GA, mientras que para
Fusarium lo fue PIC.

Tomando como referencia los criterios
mencionados, los aislamientos con mayor
capacidad antagoénica in vitro contra R. solani
fueron 06142 (T. croseum) Yy Santa Lucia (T.
koningii); mientras que contra F. verticillioides lo
fueron 19 y BAPSOS (ambos T. harzianum),

De los patogenos estudiados, F. verticillioides
fue el que mostré mayor resistencia al avance y
colonizacién, frente a los aislamientos de
Trichoderma spp. evaluados.
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