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Actividad antagonica de cepas autoctonas de Trichoderma spp.
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RESUMEN

Se determin¢ el efecto antagdnico in vitro de dos cepas autéctonas de
Trichoderma T-916 y T-801 frente a cepas de Fusarium oxysporum, Rhi-
zoctonia solani, Phytophtora nicotianae y Sclerotium rolfsii. La capacidad
antagonica de las cepas de Trichoderma spp. ensayadas se determin6
mediante cultivo dual con los cuatro fitopatégenos de suelo. Como in-
dicadores se evaluaron los cambios en los caracteres culturales de las
especies involucradas, la formacioén de estructuras de reproduccion, la
difusién de pigmentos al medio de cultivo y la morfologia de las especies
en la zona de interaccion. Se corrobord la capacidad del antagonista de
enrollar o modificar el micelio del patégeno. Las cepas T-801 y T-916 de
Trichoderma spp. mostraron capacidad antagénica frente a los patége-
nos evaluados al igual que las cepas empleadas como control positivo.

Palabras claves: control biolégico, Trichoderma, capacidad antagonica,
fitopatdégenos de suelo

ABSTRACT

The antagonistic effect of two Trichoderma autochthonous strains,
T-916 and T-801, was determined in vitro against strains of Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii and Phytophthora
nicotianae. The antagonistic capacity of Trichoderma spp. tested was
determined by dual culture of the four soil-borne plant pathogens. Chang-
es in cultural characters of involved species, formation of reproduction
structures, pigment diffusion into the culture medium and morphology
of the species in the interaction zone were evaluated as indicators.
Antagonist capacity of rolling up or modifying the pathogenic mycelium
was corroborated. Strains T-801 and T-916 of Trichoderma spp. showed
antagonistic capacity against pathogens evaluated as well as strains
used as positive controls.

Key words: biological control, Trichoderma, antagonistic capacity, soil
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El control de enfermedades con bioproductos a base
de Trichoderma es una practica que se ha generalizado
a nivel mundial. Este es uno de los antagonistas mas
utilizados para el control de enfermedades de plantas
producidas por hongos de suelo, debido a su capacidad
de colonizar varios sustratos, velocidad de crecimiento

y la variedad de mecanismos de accion [Benitez et al.,
2004; Junaid et al., 2013].

En Cuba se aplican estos productos en los sistemas
de cultivo abierto, protegido y semiprotegido; ade-
mas se utilizan para activar respuestas de defensa
de las plantas [Joshi et al., 2010; Mishra et al.,
2011]. Las cepas cubanas Trichoderma harzianum
Rifai A-34 y A-53 y Trichoderma viride Persoon
TS-3, con efecto sobre hongos y nematodos, son
las mas empleadas dentro de los programas na-

cionales de Manejo Integrado de Plagas (MIP)
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en cultivos de importancia econémica [Stefanova
y Vazquez, 2011]. Estas cepas se utilizan para el
control de fitopatégenos de los géneros Fusarium,
Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, con una dis-
minuciéon importante de los niveles de infectacion

[Stefanova, 2007].

En la actualidad es necesario la obtencién de nuevos
aislados de Trichoderma promisorios para el control
de fitopatégenos de suelo. Este trabajo tuvo como
objetivo evaluar el efecto antagénico in vitro de dos
cepas autéctonas de Trichoderma frente a cepas de Fu-
sartum oxysporum Schltdl., Rhizoctonia solani Khiin,
Phytophtora nicotianae Breda de Haan y Sclerotium
rolfsit Sacc.

Se utilizaron las cepas T-916 de Trichoderma spp.,
T-801 de T. harzianum y los fitopatégenos F. oxys-
porum F-27, R. solani RE, P. nicotianae PT1 y S.
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rolfsii Sr. Se emplearon como control positivo las
cepas A-34 y A-53 de T. harzianum y la cepa TS-3 de
T viride, que se producen actualmente en los Centros
de Reproducciéon de Entoméfagos y Entomopaté-
genos (CREE) en Cuba. Todo el material biolégico
empleado en este trabajo esta conservado en medio
papa-dextrosa-agar (PDA) y pertenecen a la Colec-
cion de Cultivos del Instituto de Investigaciones de

Sanidad Vegetal (INISAV).

La capacidad antagénica de las cepas de Trichoderma
spp. frente a los fitopatégenos en estudio se determiné
mediante cultivo dual (Tabla 1), segiin metodologia
descrita por Martinez y Solano (1995). Como indi-
cadores se observaron los cambios en los caracteres
culturales de las especies involucradas, la formacién
de estructuras de reproduccion y los cambios en la
difusién de pigmentos al medio de cultivo en la zona
de interaccion (observaciones macroscopicas).

Tabla 1. Cultivos duales para la determinacion de la capacidad antagoénica

de Trichoderma ante fitopatogenos

Cultivos duales

5

Trichoderma

Fitopatogenos

T. harzianum T-801

P. nicotianae PT1
R. solani RF

S. rolfsii Sr.

FE oxysporum F-27

Trichoderma spp. T-916

P. nicotianae PT1
R. solani RF

S. rolfsii Sr.

FE oxysporum F-27

O 00— |\ |[UN [ [0 (DO [

10 | T harzianum A-34
11 | (Control)

P, nicotianae PT1
R. solani RF

S. rolfsii Sr.

FE oxysporum F-27

14 | T. harzianum A-53
15 |(Control)

P, nicotianae PT1
R. solani RF

S. rolfsii Sr.

FE oxysporum F-27

18 | T virtde TS-3
19 | (Control)

P, nicotianae PT1
R. solani RF

S. rolfsit Sr.
F oxysporum F-27

Para evaluar la interaccion entre Trichoderma y los
fitopatégenos se ubicé una tira de papel celofan
previamente esterilizado (6 cm x 2 cm) en el punto
de enfrentamiento de ambos micelios, que se retir6
72 h después que las colonias hicieran contacto; se
colocé sobre un portaobjeto con una gota de lactofe-
nol azul, y se hicieron observaciones al microscopio
optico con contraste de fase para determinar el tipo
de interaccion.

Se aprecié un comportamiento diferenciado de las
cepas y sus mecanismos de accién ante los patéogenos
en estudio. Las cepas T-801 y T-916, al establecer
contacto fisico con el micelio de R. solani, continuaron
su avance sobre este tltimo, y al tiempo las cepas de
Trichoderma cubrieron en su totalidad la colonia del
patogeno. Los resultados evidencian la capacidad hi-
perparasitica de las cepas de Trichoderma, lo cual ha
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sido descrito ampliamente por Benitez et al. (2004),

Gonzélez y Pérez (2011), Junaid et al. (2013).

En el enfrentamiento de la cepa T-916 con la cepa F-27
se pudo observar la difusiéon de un pigmento al medio
de color amarillo oscuro en la zona de la interaccién,
lo que evidencia una reaccién de incompatibilidad y
una posible produccién de metabolitos por parte del
antagonista; ademads, en este caso también se pudo
constatar la capacidad hiperparasitica de la T-916
sobre I-27. Las caracteristicas culturales de la cepa de
Trichoderma permanecieron invariables, con un buen
desarrollo de la colonia y gran producciéon de conidios,
que fue mas notable en la zona de interaccién. Este
resultado estd en correspondencia con lo descrito por
Howell (2003), quien observé una respuesta similar en
la interaccién de Trichoderma virens (Miller, Giddens
& Foster) y Rhizoctonia solani, donde describe el mico-
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parasitismo de esta especie de Trichoderma sobre este
patégeno como el principal mecanismo para ejercer un
efectivo control biolégico. Referente a la cepa T-801
frente a I\ oxysporum, la reaccién fue similar al caso
anteriormente descrito; se pudo apreciar una notable
produccién de conidios por parte del antagonista.

En los enfrentamientos de las cepas T-801 y T-916
con las cepas PT1 y Sr., respectivamente, se observé
una banda de color carmelita oscura o clara en la
zona de interaccién (F'ig. 1), lo cual ocurrié de ma-
nera similar a las cepas de Trichoderma empleadas
como control.

Figura 1. Cultivo dual de Trichoderma spp. T-916 con S. rolfsit
Sr. A: Interaccién T-916 con el fitopatégeno. B: S. rolfsit Sr.

En las observaciones al microscopio éptico de los pun-
tos de interaccién entre los micelios de ambas cepas
de Trichoderma y los patégenos se encontraron tres
tipos de respuestas: enrollamiento, fragmentacién y
penetracion de la hifas del patégeno.

La cepa T-801 pudo fragmentar (F'ig. 2), enrollar y
penetrar las hifas de R. solani. Estos efectos del an-
tagonista sobre los patégenos han sido ampliamente
documentados en la literatura [Harman, 2006; Guigén
et al., 2010; Martinez et al., 2013]. La fragmentacién
se debe a la excrecion de enzimas liticas por parte
del antagonista [Larral de Corona et al., 2008]. Las
mismas interacciones hifales fueron descritas por
Sandoval y Lépez (2002) con la cepa utilizada como
patron A-34 frente a este patégeno, y frente a Macro-
phomina phaseolina (Tassi) Goidanich. Los cambios
morfolégicos ocurridos son atribuidos al micoparasi-
tismo que ejerce Trichoderma frente a los patégenos,
y esta en correspondencia con lo descrito por Harman
et al. (2004) y Guigén et al. (2010), quienes observaron
respuestas similares en la interaccién de las hifas de
R. solani'y Trichoderma sp.

Figura 2. Interaccién entre hifas de T. harzianum T-801 y
R. solani. Né6tese fragmentacion de hifas del patégeno a nivel
de septo. Aumento 400x.

Estos resultados constituyen la base primaria para la
obtencion de aislados antagonistas promisorios contra
patégenos de suelo, ademas de enriquecer el cepario
de hongos antagonistas del INISAV, y refuerzan la
necesidad de seleccionar cepas autéctonas procedentes
de diferentes localidades, sin introducir organismos o
cepas de otra procedencia; sin embargo, otros bioen-
sayos in vivo e in situ deben realizarse para demostrar
las verdaderas potencialidades de las cepas en estudio
como agentes de control biolégico.
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