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EVALUACION DEL PODER ANTAGONISTA DE Trichoderma sp.
FRENTE A DOS FORMAS ESPECIALIZADAS DE Fusarium
oxysporumY DOS ESPECIES DE Phytophthora

RESUMEN.

El estudio se llevd a cabo para comprobar la cdpdcantagonistairi vitro” e “in vivo” en plantas de tomate
(Lycopersicon esculentuiill.) de dos aislados dé&richoderma spfrente a fitopatégeno$hytophthora
nicotianae var. parasitica Phytophthora capsiciFusarium oxysporunf.sp. lycopersici y Fusarium
oxysporumf. sp. radicis lycopersiciagentes causales de enfermedades en plantagbBjotrse desarrolld
usando la técnica “in vitro” de cultivos pareadasP®A, evaluando el crecimiento radial, micopaissio y

el efecto de vapores deichoderma Para analizar los datos obtenidos del crecimjesgdlevé a cabo una
comparacion de medias de crecimiento radial detdotaliferencias significativas entre ensayos de los
distintos fitopatégenos evaluados, y una dismirnueid el crecimiento de los hongos patégenos cqects

a los testigos, que no fue en todos los ensaydpagble. Los dos aislados @iechoderma presentaron alto
grado de micoparasitismo en las especieBldgophthorapero no se aprecié en las formas especializadas de
FusariumoxysporumLa evaluacion it vivd’ se realizd en plantulas de tomate del c.v Rion@eadonde se
inocularon tanto las cepas antagonistas como ldssdeongos fitopatégenos anteriormente especiisan
este ensayo no se pudo detectar actividad algungayte deTrichodermafrente a los fitopatdgenos en
plantulas de tomate de la variedad Rio Grandepps$derior inoculacién infectadas con Fol, Forl, KOBhy

78. Los aislados d@&richodermano mostraron actividad para las cepas fitopatégyeagpaces de causar
enfermedad.

Palabras clave: Tomate, Phytophthora nicotianae var. parasitica Phytophthora capsicly Fusarium
oxysporunf.sp.lycopersiciy Fusarium oxysporurfi sp.radicis lycopersici

ABSTRACT.

This study was carried out to confirm the antagoo#&pacity fn vitro” and “in vivo “on tomato plants
(Lycopersicon esculentudill) of Trichodermasp. on the phytopatogenic fungui®hytophthoranicoteanae
var. parasitica (K06) Phytophthora capsici (Phy78y Fusarium oxysporunf.sp. lycopersici (Fol) and
Fusarium oxysporunf. sp. radicis lycopersici(Forl) which are causel agents of diseases. Thdysivas
developed using the technique @ ‘vitro” couplet cultivation in Petri dishes with PDA, wased for
evaluating the radial growth, mycoparasitism . dls® effect of vapor th@&richodermasp. using inverted
dishes. To analyze the data obtained radial gromais, subjected compararison of means the radiaithrof
various phytopathogenic fungi, to detect statiificsignificant differences ammong assays and logrewth
respect to control. Both isolates dfichodermasp. showed a high grade of mycoparasitism with
Phytophthoraspecies was not appreciated wHusarium oxysporumnspecialized forms. Theirt vivd’
evaluation was carried out seedlings by applyirsplates ofTrichodermasp. on tomato seedlings of Rio
Grande and after inoculation variety infected v, Forl, KO6 y Phy 78. The isolates Bfichodermadid
not show activity of all phytopathogenic straine able to produce disease

Key words: Tomato, Phytophthoranicoteanaevar. parasitica K06), Phytophthora capsiciRhy78 vy
Fusarium oxysporunt.sp. lycopersici (Fol) y Fusarium oxysporunf. sp. radicis lycopersici(Forl).
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INTRODUCCION

Los efectos de los pesticidas puestos de
manifiesto en los Ultimos afios han

evidenciado perjuicios para el medio

ambiente y para la salud humana y animal.
Desde hace afios se han buscado
microorganismos antagonistas para utilizarlos
en el control de la enfermedad de plantas.
Numerosos han sido los hongos y bacterias

antagonistas que aislados del suelo han
manifestado un poder limitante para el
crecimiento de patégenos de plantas,

incluyendo como tales a los insectos y acaros
(Rincon 2004). Por ello, se han desarrollado
investigaciones basados en el uso de
microorganismos como agentes de control
biolégico frente a fitopatégenos

El género Trichoderma acoge a
hongos saprofitos del suelo que poseen

buenas cualidades antagonistas frente a estos

patdgenos fungicos del suelo, principalmente
los géneros Phytophthora Rhizoctonia
Sclerotonia Pythiumy Fusarium entre otros

( Harnan 2006).

La capacidad antagonista de
Trichoderma se debe a varios fenémenos:
hiperparasitismo, emisibn de enzimas
extracelulares hidroliticas como celulasas,
quitinasas, proteasas ¥$-1,3 glucanasas
(Stefanova 1997, Yedidiaet al. 1999,
Ezziyyani et al. 2003, Harman 2006). Otro
fendmeno observado ha sido la antibiosis,
mediante la secrecion de metabolitos activos
secundarios con actividad antimicrobiana,
agentes liticos y proteinas (Stefanataal
1997, Chetet al. 1997, Sid Ahmedet al.
2000, Dennis y Webster 2004), asi como la
competencia por el espacio y nutrientes (Elad
y Baker 1985, Belangeret al. 1995,
Fernandez-Larrea 2001, Benittzal. 2004).

La metodologia mas habitual
realizada para evaluar el poder antagonista de

Trichodermaen cuanto a su capacidad de
inhibir el crecimiento de hongos patdgenos,
se basa en el enfrentamiento pareado de
ambos microorganismosn’ vitro” en placa
PDA.

Mediante esta técnica los diferentes
autores han evaluado parametros como el
Radio de Crecimiento del Antagonista
(RCA), Radio de crecimiento del Patégeno
(RCP) y Micoparasitismo.

Salazar et al. (2011), evaluaron
mediante algunos de estos procedimientos el
antagonismo de Trichoderma frente a
Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici que
produce la marchitez vascular del tomate;
Sid Ahmedet al{ 2003), asi como Ezziyyani
et al. (2004) trabajaron corPhytophthora
capsici,causante de la “tristeza” en pimiento,
Suarez Mesat al. (2009) evaluaron el efecto
sobreFusarium solani Barbosaet al. (2009)
en Fusarium oxysporumf.sp. passiflorag
Hoyos Carvajalet al. (2008) lo ensayaron
frente a Sclerotinia spp. y Rhizoctoniasp.
Estos autores entre otros, encontraron
resultados positivos en lo que se refiere al
efecto antagonista empirico deichoderma
“in vitro”.

Por otra parte, las diferentes
investigaciones en torno a este antagonista
han abarcado ensayom ‘vivd’, Salazar et
al. (2011), también evaluaron mediante este
procedimiento el antagonismo de
Trichoderma frente a Fusarium f.sp.
lycopersici Datfnoff et al(1995) hicieron lo
propio conFusarium oxysporurfisp.radicis-
lycopersici, responsable de la podredumbre
de raices y cuello del tomate; Sid Ahnetd
al. ( 2000 ), asi como Ezziyyani.et.al
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(2004) trabajaron coPhytphothora capsici;
Alonso Reyes et al. (2002) evaluaron
Sclerototiumrolfsii; Rehmanet al. (2012) la
evaluaron frente &hizoctonia solaniTodos
ellos obtuvieron resultados positivos, aunque
en ocasiones con menor eficacia que en el
caso de los ensayom ‘vitro”.

Finalmente existe una metodologia de
evaluacién de antagonismo en la bibliografia
consultada, basada en los efectos de vapores
emitidos porTrichodermaDal Bello et al.
(1997), asi como Granados (2012) evaluaron
su efecto enPhytophthora nicotinaevar.
parasitica y otros hongos patégenos con
diversos resultados.

Lo anteriormente mencionado, asi
como el uso que en campo se esta haciendo
de Trichoderma como antagonista de
patdgenos en los cultivos, justifica la
realizacion de este estudio.

El objetivo de este trabajo es evaluar
el efecto de 2 aislados deichoderma como
agente antagonista, frente a cuatro especies de
fitopatébgenos del suelo, realizando para ello
diferentegprocedimientos:

1) Ensayo ih vitro” . Confrontacion de cuatro
hongos fitopatdgenos y dos aislados de
Trichodermasp.

2) Evaluacién de los efectos de vapores de
desprendidos por dos aislados de
Trichoderma sp. sobre los cuatro hongos
fitopatogenos.

3) Evaluacion del efecto d@richoderma
sp.”in vivd’'sobre plantas inoculadas con
cuatro hongos patdgenos.

MATERIALES Y METODOS.

Material Fungico

Como fitopatégenos se emplearon
dos especies ddPhytophthora P.capsici
(codigo de aislado Phy 78), B. parasitica
(codigo de aisladoK06), y dos formas
especializadas deFusarium oxysporum:
Fusarium oxysporurfisp. radicis-lycopersici
(Forl) (c6digo de aislado Fomex 5) vy
Fusarium oxysporunf.sp. lycopersi¢ (Fol)
(codigo de aislado Fomex 17), todos ellos
procedentes de la micoteca del Departamento
de Produccién Vegetal de la Universidad de
Almeria.

Como antagonistas se evaluaron dos
aislados deTrichoderma codificadas como
12/31 A Tly 12/31 A T2,obtenidos de
compost agotado de champifidén y depositados
para su estudio en el laboratorio de Patologia
Vegetal de la Universidad de Almeria por el
Dr. Francisco José Gea Alegria del Centro de
Investigacidn, Experimentacion, y
Servicio del Champifién. Quintanar de Rey
(Cuenca).

Los andlisis realizadose organizan
por grupos de ensayos para facilitar la
posterior discusién de los resultados.

Evaluacion del poder antagonista th vitro”
de Trichodermasp. por confrontacién

Para evaluar la capacidad antagonista
de los aislados d€richodermasp. ‘in vitro”
con respecto a hongos patdégenos de suelo se
realiz6 la técnica de crecimiento pareado
(Howell, 2003) en placas Petri de 90
milimetros de diametro con medio Patata
Dextrosa Agar (PDA) (Tellet al. 1991). Se
situ6é en un extremo de la placa un disco de 5
mm de didmetro colonizado con el hongo
patégeno, extraido con un sacabocados de
5mm del margen de la colonia crecida en
PDA.
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Pasadas 48 horas, se coloco en el otro
extremo de la placa un disco de 5 mm con
micelio crecido de Trichoderma Como
testigos se hicieron siembras en placas
separadas de in6culos de cada patégeno y de
cada hongo antagonista; posteriormente los
cultivos se incubaron bajo temperatura de
laboratorio de 25°C + 2° C. Este
procedimiento se repitid tres veces a lo largo
del tiempo. Realizando cinco repeticiones por
cada cultivo pareado de los cuatro hongos
fitopatégenos evaluados, aislados
antagonistas y de sus respectivos testigos.

La capacidad antagonista de los
aislados ddrichodermase evalu6é en varios
sentidos:

A) Retraso del crecimiento del hongo
fitopatégeno. Para ello, se realizaron medidas
del crecimiento radial de cada patdgeno
(RCP), del crecimiento radial de los
antagonistas (RCA), y de sus respectivos
testigos comenzando a las 72 horas de la
siembra deTrichodermaCon ayuda de una
regla se tomdé nota en milimetros de la
velocidad de crecimiento cada 24 horas
durante 10 dias consecutivos.

B) Crecimiento de Trichoderma
sobre el micelio del hongo fitopatégeno. En
este caso, se observé si hubo parasitismo
(hifas de Trichodermaenrolladas sobre las
hifas del hongo fitopatégeno). Se realizaron
observaciones macroscépicas de los cultivos
pareados tomando como indice de
micoparasitismo la invasion del antagonista
sobre la superficie de micelio del patégeno, la
colonizacién y la esporulacién; siguiendo la
escala creada por Elias y Arcos (1984), citada
por Ezziyyaniet al. (2004) (tabla 1). Fue
necesaria una evaluacion microscopica con

400 aumentos, donde se cuantificaron
interacciones de enrollamiento de las hifas
del antagonista con las del patégeno, tomando
10 localizaciones de la placa Petri donde
coexistian ambos micelios.

C) Como método para asegurar lo
observado y poder valorar el efecto
antagonista se midié si el hongo una vez
parasitado moria o quedaba activo. Para ello
se hicieron siembras en medios selectivos
colocando los trozos de forma lineal. En el
caso deFusarium se hicieron siembras en
medios de cultivo Komada modificado (Tello
et al 1991) de 8 trozos del frente de union
entre el hongo fitopatdgenolyichoderma.

ParaPhytophthorase seleccionaron 8
trozos del hongo fitopatégeno colonizado por
Trichodermaen medio PARPH modificado
(Erwin y Ribeiro, 1996).

Ensayo para determinar el efecto
antagonista de los vapores dé&richoderma

sp.

Se probo el efecto antagonista de los
vapores deTrichodermasobre los mismos
hongos fitopatdgenos, confrontando dos
placas Petri medio PDA. El procedimiento
fue el siguiente: se sembré en mitad de una
placa el antagonista mediante un disco de 5
mm donde crecia el micelio y, una vez
colonizada toda la placa, en
aproximadamente tras 48horas, ésta se coloco
de manera invertida a la del hongo
fitopatdgeno, tras 24 horas desde su siembra.
Para evitar que los conidios deichoderma
pudieran desprenderse al manipular las placas
interfirieran con el efecto de los vapores, se
colocd un cuadrado de parafilm separando
ambas placas antes de confrontarlas. Este
procedimiento se repitié tres veces a lo largo
del tiempo. Realizando cinco repeticiones por
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cada cultivo de placas invertidas de los cuatro
fitopatdgenos evaluados, aislados
antagonistas y sus respectivos testigos.

La capacidad antagonista de los
vapores délrichodermase evalué en varios
sentidos:

A) Detencién o no del crecimiento
del hongo fitopatdgeno: Para ello, se hicieron
medidas del crecimiento radial de cada
patdgeno (RCP) y de sus respectivos testigos
a las 72 horas. Con ayuda de una regla se
tomé nota en milimetros de la velocidad de
crecimiento cada 24 horas durante 10 dias
consecutivos.

B) Efecto de los metabolitos de
Trichoderma sobre el micelio del hongo
fitopatdgeno. En éste caso, se observé si hubo
parasitismo, para comprobar que la barrera
de parafilm hubiera impedido la colonizacién
por parte de los conidios deichodermadel
medio donde crecia el hongo fitopatdgeno.

Evaluacién del poder antagonista sobre
plantas de tomate inoculadas con hongos
fitopatébgenos

Se evalud th vivo” la capacidad
antagonista d@richoderma sobre plantas de
tomate, variedad Rio Grande sensible a los
fitopatdgenos estudiados.

Preparacién de las plantaka siembra de
semillas se realizo previamente
desinfectandolas en una disolucién de
hipoclorito sodico, 35 gt durante 15 min en
agitaciéon magnética. Se aclar6 varias veces
con agua y se llevo a germinar a camara
humeda, donde se coloco en la base de la
camara un papel de filtro estéril humedecido
con agua destilada, para que las semillas
tuvieran suficiente humedad para germinar,
se cubrié con otra capa de papel de filtro
humedecido. Se cerr6 la camara durante

cuatro dias; tiempo necesario para que la
semilla emita la radicula. Una vez germinada,
se coloc6 al lado de cada radicula una
pastillas de 5 mm de micelio de los aislados
de Trichoderma,. y permanecieron en estas
condiciones durante tres dias, tiempo que se
estimé como necesario para que la
Trichodermacolonizara la radicula.

Pasados estos dias, se trasplantaron a
macetitas de 250 cl con vermiculita y se
instalaron en camara de ambiente controlado
(temperatura 24 °C £ 2 °C, 12.000 lux,
fotoperiodo 14 h de luz y 10 h de oscuridad)
y se mantuvieron en estas condiciones hasta
que aparecieron los primeros cotiledones y
estuvieran desplegados, preparadas ya para
inocular por riego con zoosporas y conidios
de los distintos hongos patégenos.

Preparacion del in6culo e
inoculacion

Los aislados dePhytophthora se
inocularon mediante zoosporas. Tras haber
crecido en placas con medio agar guisante
(Tello et al 1991) se entresacaron cortes del
hongo con una lanceta esterilizada, y se
depositaron en placas estériles siguiendo el
orden de extraccion.

Posteriormente se verti6 en cada
placa 20 ml de solucion nitrato potasico
(KNO3) al 1%, de esta manera se consigue la
producciéon de gran cantidad de esporangios.
Las condiciones de incubacion fueron de una
semana bajo luz fluorescente continua a
temperatura de laboratorio.

Tras ese tiempo se eliming el KHO
se aplicaron 20 ml de agua destilada estéril y
se incubaron a 9,3 °C durante 1 hora. Pasada
la hora se llevd de nuevo a temperatura
ambiente de laboratorio durante unos minutos
con el fin de conseguir un choque térmico;
tiempo suficiente para que los esporangios
rompan y liberen las  zoosporas
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simultaneamente. Seguidamente, se filtré el
in6culo en un vaso de precipitado de 500 ml
con ayuda de un filtro Whatman n° 1.

El filtrado se llevé a un agitador
orbital a 100 rpm durante 1 min para
conseguir la pérdida de los flagelos y la
consiguiente germinacion de propagulos. El
conteo de propagulos por mililitros se hizo
usando una camara de Neubauer. La
concentracion del indculo fue de 1,9 x°10
zoosporas/mL erP. parasiticay 1,7 x 16
zoosporas/mL eR. capsici Se afiadieron 20
mL de la suspensién de inéculo a cada
maceta.

En el caso derusarium se usaron
placas con medio PDA de hongos crecidos de
Forl y Fol para la preparacién de la
suspension de esporas Para ello, se vertio en
cada placa 20 mL de agua destilada estéril y
con el uso de una lanceta esterilizada se hizo
un raspado suave para separar los conidios
del micelio del hongo.

En una camara de Neubauer se
procedié al conteo de conidios cuya
concentracion de propagulos fue 7,2 ¥ 10
conidios/mL en Forl y 5,9 x faconidios/ml
en Fol. Se afiadieron 20 ml de la suspensién
de inéculo.

Toma de datosUna vez inoculadas
las plantas con los respectivos patdgeno, el
ensayo se prolongd durante 30 dias, periodo
durante el cual semanalmente se anotaron las
plantas muertas o con sintomas. Una vez
finalizado el ensayo se procedid a evaluar los
sintomas de la enfermedad para todos los
patdégenos aislados siguiendo la escala de
Parke y Grau (1993), donde 0= plantas sanas,
1= podredumbre en raiz secundaria, 2=
podredumbre en raiz principal y 3=

podredumbre del cuello y 4= planta muerta.
Se calcul6 el ISE mediante la férmula,

ISE I{clase de la escala x n? de plantas)100

n? total de plantas x 4

Para cada uno de los aislados de
hongos y Trichoderma spse realizd el
siguiente disefo experimental

(@) 5 plantas para testigo positivo
inoculadas con cada uno de los patdgenos, (b)
5 plantas de testigo negativo; inoculadas con
cada uno de los dos aislado de antagonistas,
(c) 5 plantas testigo blanco; inoculadas con
agua, (d) 5 plantas de tratamiento inoculadas
con los antagonistas y cada uno de los
patégeno.

El ensayo se repiti6 dos veces en el
tiempo, utilizando un total de 150 semillas
(75 por ensayo), con cuatro tratamientos para
cada una de los aisladosThichoderma

Métodos estadisticos usados para la
comparacion de datos.
Los analisis realizados para las

comparaciones del radio de crecimiento para
los distintos hongos fitopatégenos y los
diferentes aislados antagonistas, consistieron
en andlisis de la varianza (ANOVA) factorial.
Empleando para ello el Statgraphics 5.1.
Previamente, al tratarse de ANOVA
paramétrico se comprobaron las asunciones
de normalidad y homocedasticidad.

El método empleado para la
comparacion de medias fue el procedimiento
de minimas diferencias significativas (LSD)
al 95%. Cuando los datos no cumplieron con
el criterio de homocedasticidad se sometieron
al test no paramétrico de Kruskal-Wallis.



Poder antagonista deTrichodermasp.

Tabla 1. Escala para evaluacion de la capacidagdj@nica (micoparasitismo).

Grado Capacidad antagonica
0 Ninguna invasion de la  superficie de la c@atel hongo patégeno.

1 Invasion de % de la superficie de la colomla d  hongo patégeno.

2 Invasion de Y2 de la superficie de la colomiago patégeno.

3 Invasién total de la superficie de la colahéhhongo patdgeno.

4 Invasién total de la superficie de la colahéhhongo patégeno

esporulacién sobre ella.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados se presentan en el
orden establecido en los materiales y métodos
para facilitar la lectura.

Evaluacién del poder antagonista ih vitro”
de Trichodermasp. por confrontacién

Se analizaron los datos obtenidos del
comportamiento antagonista @leéchoderma
por confrontacion en placa.

A) Respecto alrichoderma ambos
aislados  evaluados  desarrollaron  un
crecimiento  superior a los hongos
fitopatégenos. Entre el 5° y 6° dia se produce
la unibn de ambos micelios. Ademas se
observé una inhibicion del crecimiento del
hongo patdgeno en todos los tratamientos con
respecto a su testigo sin confrontar e (Graf 1).
Estos resultados coinciden con lo observado
por (Sid Ahmed et al. 1999 y 2003, Ezziyyani
et al 2004 y 2007, Hoyos- Carvajal et al.
2008, Suarez- Meza et al. 2009, Barbosa et al.
2009, Salazar et al. 2011, Hoyos- Carvajal et
al. 2008).

La disminucién en el crecimiento de
los hongos confrontados con respecto a los
testigos puede ser debido al
“hiperparasitismo” enzimatico que caracteriza
a Trichoderma por la produccién de
compuestos inhibitorios al medio;

metabolitos volatiles y no volatiles capaces
de afectar a los hongos auln estando a
distancia (Howell 2003 Dennis y Wester

1971), ademas de utilizar mecanismos para
aprovechar mejor los nutrientes del medio y
privar al patégeno del uso de los recursos
(Michel 2001).

En el caso de Phythphotora,
Trichoderma crece por encima del hongo
patdégeno y esporula sobre ella.

En Pc la disminucion del hongo patégeno
confrontado oscila en 1,5cm. En el caso de Pp
la diferencia es de 1cm.

Otra situacién encontrada, en el caso
de Fusarium Trichoderma no crece por
encima del hongo patégeno ni esporula sobre
ella.

Fol crece 1cm menos que su testigo
sin confrontar. En Forl la disminucién de
crecimiento oscila en 2cm.

Sin embargo, en la tabla 2 se puede
observar que tanto RCA, como RCP no son
uniformes en los distintos ensayos, adn
tratandose del mismo hongo.

Con esto se quiere indicar que aunque
los ensayos se hayan realizadoVitro” y en
condiciones de laboratorio se encuentran
diferencias significativas (Tabla 2) entre las
repeticiones realizadas en el tiempo.

La confiabilidad existente cuando se
realizan 2 o 3 ensayos puede evitarnos errores
de interpretacion que podrian suceder cuando
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trabajamos con una repeticiéon en el tiempo o
con la media de repeticiones no uniformes.
En la bibliografia consultada los ensayos se
han realizado con varias repeticiones en el
mismo tratamiento, pero no se han
encontrado trabajos que reflejen ensayos en el
tiempo, por lo que cabe poner en duda si
hubieran obtenido resultados uniformes en
caso de haberlos realizado.

Una vez dicho esto, merece la pena
destacar que estas diferencias se presentan
desde un punto de vista estricto y atendiendo
a lo que nos indica la estadistica, que aunque
observando los datos obtenidos, las
diferencias de pocos centimetros (0,5cm a
1cm) en el crecimiento radial no son tan
significativas como la estadistica nos da a
entender pudiendo ser debidas a variaciones
intrinsecas de la propia cepa 0 a parametros
externos no controlados (tabla 2).

B) Los resultados obtenidos de la
observacion y microscopica fueron en el caso
de Fusarium un micoparasitismo de grado O,
siguiendo la escala Elias y Arcos (1984,
citada por Ezziyyanket al. 2004) (tabla 1).
Fue evidente la no invasion en cuanto al

crecimiento del antagonista sobre la
superficie del micelio déusarium(Fig. 1A,
B) donde, al observar al microscopio

Trichoderma no mostré la capacidad de
conducir sus hifas hacia el hongo, ni de
enrollarse, ni de penetrar sobre las hifas de
Fusarium(Fig.3 A, B). Este comportamiento
posiblemente se debi6 a la cubierta de quitina
gue presenta este tipo de hongo que lo hace
ser menos susceptible a la degradacion de los
metabolitos que producErichoderma(p-1-3
glucanasas y quitinasas) coincidiendo con lo
encontrado por Inbar y Chet (1997). Aunque
existen estudios que demuestran gque este
hongo ha sido atacado poFrichoderma
(Zago 2006).

En cambio, se ha podido comprobar
como Trichoderma sigui6  creciendo
guimiotrépicamente hacid. capsiciy P.
parasitica hasta invadir completamente la
placa, incluso esporulando sobre ambos
oomicetos, iniciando la secrecion de
antibiéticos y de enzimas degradadorfis (
1,3glucanasa, quitinasa, proteasa y celulasa)
de la pared celular que juegan un papel
importante en el micoparasitismo (Fig.2 A,
B), siendo de grado 4 segln la escala de Elias
y Arcos (tabla 1). Al observar a microscopio
se pudo comprobar como las hifas de
Trichodermase enrollan a las del patégeno
(Fig.4 A, B); esta adherencia es producida por
la uniébn de un azlcar de la pared de
Trichodermacon una lectina presente en la
pared del patégeno, (Chet y Elad (1983),
citado por Martineet al. 1994).

C) Sin embargo, en el caso de las
especies déhytophthora,cuyo micelio fue
parasitado, no ocurre una inactivacion
completa del mismo. Pasados 10 dias, se
comprob6é la actividad de los hongos
haciendo siembras en medios selectivos. Para
P. capsicicuyo resultado fue la presencia de
clamidosporas y esporangios germinados en
P. parasiticay paraFusariumse observaron
conidios y clamidosporas en formacion.

Los resultados obtenidos en el estudio
de la capacidad antagonista Tiechoderma
no nos permite indicar cual es la propiedad
que requiere tenefrichoderma para ser un
eficiente  biocontrolador. Hay quienes
sugieren que el micoparasitsmo es el
principal mecanismo de accién (Harnetral
1981), a diferencia de Herds al. (1983) que
resaltan la importancia de la capacidad de
penetraciéon, pero no la Unica al observar
algunos esclerocios d&clerotiumrolfssi que
fueron penetrados y permanecieron sin
degradar en su interior. Por otra parte, Garcia
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y Zambrano (1991) sugirieron que la
antibiosis parece ser el mecanismo de accion
principal para ser un buen biocontrolador.
Por tanto, la capacidad antagonista
“in vitro” de Trichoderma con respecto a un
hongo patdégeno en condiciones controladas,
permite seleccionar aislamientos con rapido
crecimiento, es decir, permite medir
competencia y micoparasitismo, pero no
representan las condiciones naturales en
cuanto al grado de antagonismo y de control
bioldgico. Para ello requiere ser corroborado
en condiciones de campo ya que no siempre
los hongos que se comportan como
antagonistas mantienen esta capacidad
potencial bajo las caracteristicas del suelo y
las poblaciones microbianas en sistemas “
vivo' (Garvebaet al.2004).

Ensayo para determinar el efecto de los
vapores deTrichodermasp.

Se observé que los resultados
obtenidos en los distintos ensayos no fueron
uniformes. Los resultados se resumen en la
tabla3.

En el caso de las formas
especializadas dEusariumy Phytophthora
se puede apreciar diferencias en los distintos
ensayos realizados. En estas diferencias se
puede ver en el ensayo 1 para ambas formas
especializadas deusariumy ambas especies
de Phytophthora una inhibicion del
crecimiento del hongo testigo en comparacion

con el hongo evaluado con el antagonista.
Centrandonos en el caso de Fol para los dos
ensayos siguientes, los datos obtenidos no
fueron uniformes.

De igual manera se observa en el caso
de Forl que no se encuentran diferencias
significativas en el ensayo 3 vy
experimentando un aumento del crecimiento
en el hongo testigo en comparacién con los
confrontados con el antagonista.

En el caso ddé’hytophthorapara el
ensayo 3 no se observaron diferencias
significativas. (Tabla 3).

Para poder decir un resultado
acertado del efecto antagonista que puede
tener los vapores dérichoderma frente a
hongos fitopatégenos seria necesario la
extraccién de estos metabolitos mediante la
metodologia seguida por Vinadt al. (2008),
ademas de un analisis de la produccion de
componentes gaseosos tales como diéxido de
carbono, etanol, propanol, etc. los cuales
hacen referencia diferentes autores (Buston
al. 1996, Dos Santos y Dhingra 1980) como
sustancias que intervienen en la regulacion de
mecanismos tal como la fungistasis producida
por TrichodermaEstudios realizados por Dal
Bello et al, siguiendo este procedimiento han
demostrado en numerosas especies de hongos
fitopatdgenos el efecto inhibitorio.
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Pc-Trichl Pc-Trich2 Test - Pc P<0,05 Trichl-Pc | Trich2-Pc Test Test Trich2
Ensavo | (RCP) (RCP) (RCA) (RCA) Trichl
E1 3,0+0,05 b 2,9+0,08 b b 4,0+0,32a 20,000 3,6+0,10 a 3,6+0,04 a 6,2+0,08 a 6,0+0,64 ab
B2 3,5+0,05 a 3,3+0,16 a g 42+0,11a 20,000 3,6+0,24 a 3,6+0,09 a 6,5+0,50 a 5,6+0,27 b
3 3,4+0,10 a 3,4+0,08 a g 3,640,27 b a0,1365 | 3,8+0,21a 4,0+0,04 b 6,5+0,32 a 6,7+0,08 &
p<0,05 0,0011 0,0004 0,0017 0,2480 0,0000 0,0809 3,014
Pp-Trichl Pp-Trich2 Test - Pp Trichl-Pp | Trich2-Pp | Test Test Trich2
(RCP) (RCP) (RCA) (RCA) Trichl
El 0,9+0,08 a 1,0+0,30 a p 1,6+0,08a -0,000 5,7£0,10 a 5,7¢0,19 a 6,2+0,08 3 6,0+0,64 ah
E2 1,3+0,11 b 1,4+0,13 b 2,0+0,04 b 20,000 5,3+%0,27 b 5,2+0,44 b 6,5+0,50 g 5,6+0,27 b
E3 2,0£0,12 a a 2,1+0,04 a R 2,2+0,08 a 20,1009 | 4,7+0,04 ¢ 4,4+0,02 c 6,5+0,32 3 6,7+0,08 a
p<0,05 0,0000 0,0001 0,0000 0,0001 0,0004 ®080| 0,0143
Fol-Trichl Fol-Trich2 Test - Fol Trichl- Trich2- Test Test Trich2
(RCP) (RCP) Fol Fol Trichl
(RCA) (RCA)
El 2,1+0,10 b b 2,2+0,04 b g 2,7¢0,05a a0,000 3,9+0,23 b 4,0+0,19 a 6,2+0,08 § 6,0+0,64 ah
E2 2,3+0,05 a b 2,2+0,10 b q 2,5+0,09 b a0,000 4,5+0,13 a 4,2+0,23 a 6,5+0,5 a 5,6+0,27 b
E3 2,4+0,16 a a 2,5+0,00 a g 2,5+0,05 b a0,2818 | 4,4+0,26 a 4,240,13 a 6,5+0,32 g 6,7+0,08 a
p<0,05 0,0213 0,0001 0,0010 0,0156 0,2945 ®080| 0,0143
Forl-Trichl Forl-Trich2 Test -Forl Trich1- Trich2- Test Trichl | Test Trich2
(RCP) (RCP) Forl Forl
(RCA) (RCA)
El 2,640,11 b 2,6+0,08 c o 4,6+0,09 a 20,000 3,6+0,27 a 3,6+0,20 b 6,2+0,08 a 6,0+0,64 ab
E2 2,880,0 b 2,8+0,08 b g 3,8+0,08 b Rr 0,000 3,8+0,13 a 3,6+0,13 b 6,5+0,50 a 5,6+0,27 b
E3 3,4+0,22 a 3,5+0,44 a 3,3£0,16 ¢ a0,054 3,8£0,19 a 4,2+0,13 a 6,5£0,32 a 6,7+0,08 4
p<0,05 0,0062 0,0001 0,0000 0,3345 0,0004 0,0809| 0,0143
Tabla 2: Media de cinco repeticiones +SE en ceritbrele RCP: Radio de crecimiento del patégeno. RCA

Radio del crecimiento del antagonista. TEST: Medil#a hongos testigos. Resultados obtenidos de la
confrontacionin vitro de los aislados derichodermacon dos cepas deusarium(Fusariumoxysporunt.sp.
radicis lycopersici (Forl), Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici (Fol)) y dos cepas d&hytophthora
(Phytophthoranicoteanaevar. parasitica(Pp) B)Phytophthora capsidqiPc)).
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Gréfica 1. Representacion de la media de los esshyo2. A)Phytophthora capsicjPc) B) Phytophthora
nicoteanaevar. parasitica (Pp) C) Fusarium oxysporunf.sp. radicis lycopersic (Forl), D) Fusarium
oxysporunf.sp.lycopersici(Fol). (FolT1, ForlT1, PcT1 y PpT1= crecimientd Hengo fitopatégeno frente a
Trichodermal; y frente alrichoderma?2); (T1Fol, T1Forl, T1Pc, T1Pp = crecimiento Techodermal y
Trichoderma2 frente al hongo fitopatégeno), desde el diadiall0, siendo cada medida la media de cinco
placas.
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Figura 1: (A) Confrontacién deusarium oxysporurhsp.radicis-lycopersiciForl) en PDA (B)Fusarium
oxysporunf.sp.lycopersic (Fol) en PDA.

Fig 2: (A)Phytophthora parasiticéPp) y (B) Phytophthora capsidiPc) conTrichodermasp. Colonizacion
deTrichodermasp. en medio PDA.
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Fig 4: Micoparasitismo ejercido por el antagonigarrollamiento masivo de las hifas @@chodermasp.

alrededor de las hifas @ecapsici(A) y P.parasitica(B).

Tabla 3: Crecimiento radial (mm).Resultados obtesidel efecto de vapores @igchodermasp. crecidas en

placas con medio PDA invertidas con Fol y Forl.

Ensayo 1 Ensayo2 Ensayo3

T1FOL 258+054 a 214+ 134 a 361,22 a

FOL 22,440,54 b 18,6+1,14a 31+0,70 b

T2 FOL 26,0+1,87 a 206+181la 31+223 b

P-valor 0,0021 0,0584 0,001

T1 FORL 342+130a 27,6 +054b 316+122a

FORL 30,6+054b 30,0+0,70a 314+114a

T2 FORL 332+130a 27,4+2,07b 324+115a

p-valor 0,0046 0,0121 0,580

T1 Pc 334+114a 27,6£1,14 b 34,0+£0,7 a

Pc 28,8+311b 32,8+0,839a 32,8164 a

T2 Pc 32,2+0,83 a 27,6£167 b 34,2+0,83 a

p-valor 0,0157 0,0001 0,169

T1Pp 14,6x2,07 a 16,0+£0,70 a 25,0+£0,70 a

Pp 66+0,89 b 140+122 b 24425 a

T2 Pp 152+148a 15,8+0,85 a 244+0,54 a

Pp-valor 0,0001 0,0192 0,773
Estudio del poder antagonista de

indica que la causa de la no expresién de
sintomas (Tabla 4) no es debida a la accién de
Trichoderma sino que las condiciones de la
camara de clima controlado no eran las
adecuadas para esta expresion, tal y como
sefialan (Jarvis y Shoemaker, 1987).

Trichodermasp. en plantas inoculadas

En el caso dd-usarium oxysporun
f.sp. lycopersici ninguna planta con y sin
Trichoderma expresé sintomas, aunque si
pudo ser reaislado el hongo del xilema. Esto
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En ensayos posteriores, el mismo
aislado de Fol sometido a temperaturas
elevadas fue capaz de expresar sintomas en
tomate. Tampoco se observé el efecto de
Trichoderma en plantas inoculadas con
Fusarium oxysporuriispradicisi lycopersici
Se observé una podredumbre de las raices
alcanzando el maximo grado en la escala que
evalla el indice de gravedad de Ia
enfermedad (ISE) (Parker. Grau (1993) (tabla
4), demostrando un indice de enfermedad
peligrosa para el cultivo.

En el caso dé’hytophthora capsici
el efecto biocontrolador d&richodermafue

inoculadas muertas,al igual que las plantas
control deP.capsici

En el caso d€. parasitica ninguna
planta present6 sintomas, pero este efecto no
puede ser atribuido Brichoderma ya que el
aislado inoculado no fue capaz de afectar a
las plantas cofdrichodermani a las plantas
control inoculadas Unicamente con el hongo
fitopatogeno. Esto puede ser explicado en
base a los resultados obtenidos sobre Ila
especificidad parasitaria de algunos aislados
deP. parasitica (Pérez Vargas, 2011).

Para ambas especiesRigytophthora
el reaislamiento del sustrato de las macetas

ineficaz, resultando todas las plantas inoculadas fue positivo
T1-Fol / ISE T2-Fol / ISE Testigo Fol / ISE
E1l 0% / 0% 0% / 0% 0% / 0%
E2 0% / 0% 0% / 0% 0% / 0%
T1-Forl / ISE T2-Forl / ISE Testigo Forl / ISE
El 80% / 95% 100% / 100% 100% / 90%
E2 80% / 95% 40% / 70% 100% / 90%
T1-Pc/ISE T2-Pc/ISE Testigo Pc / ISE
El 100% / 100% 100% / 100% 100% / 100%
E2 100% / 100% 100% / 100% 100% / 100%
T1-Pp/ISE T2-Pp/ISE Testigo Pp / ISE
El 0% / 0% 0% / 0% 0% / 0%
E2 0% / 0% 0% / 0% 0% / 0%

Tabla 4:T1=Trichodermaly T2=Trichoderma2 Porcentaje de plantas muertas inoculadas conTZ, y

porcentaje del indice de severidad de la enferm@&ad).

Los resultados muestran, a modo de
conclusion, Un efecto antagonista de las dos
cepas delrichodermafrente a los patégenos
de las plantas ensayadas. Este efecto
antagonista se expres6 de una manera
diferente, mientras que el hongo se
desarrollaba sobre el micelio Baytophthora
sin llegar a matar al hongo. En el caso de
Fusariumesa colonizacién del micelio no se
producia.

La dimensién del antagonista fue diferente
segun el tiempo de ensayo.

El efecto antagonista de los dos
aislados deTrichodermase aprecié también
cuando evaluarén los vapores de estas en el

caso de las formas especializadas de
Fusarium En el caso de las especies de
Phytophthorase aprecio una estimulacion del

crecimiento en vez de una reduccidn, sin
embargo los valores obtenidos disienten de
un experimento a otro.

En las condiciones de ensayo, si se
exceptia la inoculacion realizada con
Phytophthoraparasiticaque no fue patégena
sobre tomate, no se aprecié ningun efecto
protector por parte d&richodermafrente a
los dos formas especializadas Eesarium
oxysporuny Phytophthoracapsici
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