
Ef i c i e n c i a  in V itro de An t a g o n i s t a s 

de Sc l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m y Sc l e r o t i n i a  m i n o r (1)

109

B.R. WIGHT (2), R. ZAPATA (2); OLGA S.F. de DELFINO (3), 
HARIA V. LOPEZ (3) y M. SENLLE (2)

Recibido:25-8-88 
Aceptado:2-11-88

RESUMEN

Dos aislam ientos de Trichoderma koningii (Tki y  Tk2) y  uno de Trichoderma 
v ir id e  (Tv) fueron probados "in v itro " como posib les an tagonistas de Sclerotin ia  
sclerotiorum y  Sclerotinia minor a través de la técnica del cu ltivo  d u a l, la que 
perm ite rea liza r  una selección prelim inar de an tagonistas in d iv id u a les , para  
ser probados en invernáculo  y  campo.

De los a n á lis is  efectuados se concluye que, para las condiciones del 
ensayo, el aislam iento Tk2 de Trichoderma koningii muestra una mayor 
eficiencia  como antagonista  de Sclerotinia sclerotiorum y  Sclerotinia minor en 
relación a los otros dos microorganismos, dado que es el aislam iento que mostró 
el más rápido crecimiento in ic ia l, que mantuvo un ritmo de crecimiento nunca  
in ferior al de los otros an tagonistas y  que en todos los casos colonizó  
totalmente la superfic ie  cubierta por los patógenos. El comportamiento de los 
antagonistas a través del tiempo fue descripto u tilizando  un modelo de 
crecimiento no linea l del tipo logfstico.
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koningii, Trichoderma viride, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia 
minor,modelo logfstico.

EFFICACY IN VITRO OF ANTAGONISTS 
OF SCLEROTINIA SCLEROTIORUM AND SCLEROTINIA MINOR

SUMMARY

Two isola tes o f Trichoderma kon ing ii (T k l and Tk2) and another one o f 
Trichoderma v ir id e  (Tv) were tested  "in v itro" as possib le  an tagonists o f 
Sclerotinia sclerotiorum and Sclerotin ia  minor, by the dual cu lture method, 
which allows to make a prelim inar selection o f in d iv id u a l an tagon ists, in order  
to be tested  a fter in greenhouse and in the fie ld .

I t  is concluded tha t for the conditions o f the a ssa y , the iso la te Tk2 o f 
Trichoderma koningii shows a grea ter e ffic iency  as an tagonist of Sclerotin ia  
sclerotiorum and Sclerotin ia minor in relation  to the other two microorganisms, 
since i t  is the iso la te tha t showed the qu ickest in it ia l  grow th, kep t a ra te  o f  
growth never in ferior to the ones o f the other an tagon ists, and in each case 
colonized to ta lly  the surface covered with the patogens. The behaviour o f the  
antagon ists through time was described using  a model o f Non L ineal Growth o f 
the log istic  type.

Key words: Biological control, "in vitro” test, antagonists, Trichoderma koningii, 
Trichoderma viride, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor,logistic 
model.
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INTRODUCCION

La continua aplicación de fungici
das hace que estos se tornen cada vez 
menos eficientes, siendo entonces ne
cesario aumentar las dosis utilizadas, 
lo que conlleva un aumento en los cos
tos y en la contaminación ambiental* 
Además, los controles por aplicación 
de fungicidas son de efecto tempora
rio, requiriendo sucesivas aplicacio
nes.

Es por ello que el manejo práctico 
de microorganismos antagonistas (que 
no presentan las desventajas anterio
res), integrados a las prácticas tra
dicionales, se constituye en una inte
resante herramienta potencial para el 
control de enfermedades. Para Baker y 
Cook (1974), el control biológico de
bería ser considerado como una parte 
de un programa de control de una en
fermedad, asumiendo un rol de impor
tancia variable según la enfermedad 
considerada. El control biológico da 
respuesta a muchos problemas de la 
agricultura: 1) Aumenta la producción 
con los recursos existentes; 2) Evita 
la aparición del fenómeno de la 
resistencia de los patógenos a los 
fungicidas; 3) Disminuye la polución y 
los riesgos del manipuleo de plaguici
das; y 4) Posibilita mantener una agri 
cultura continua (Cook y Baker, 1983).

Las pruebas en agar para determinar 
la capacidad antagónica de un microor
ganismo sobre otro permiten realizar 
una selección preliminar de antagonis
tas individuales, siendo luego evalua
dos en condiciones de invernáculo y 
campo aquellos que muestren una mayor 
eficiencia in vitro. En el presente 
estudio dicha eficiencia se mide a 
través de la velocidad de crecimiento 
y su capacidad de parasitar al pa
tógeno. De esta manera se facilita 
enormemente el trabajo, ya que es 
difícil que un microorganismo sea un 
antagonista eficiente en campo y no lo 
sea en medio de cultivo.

Debido a las particularidades del 
desarrollo "in vitro" de los hongos, 
se hace necesario contar con un método

de análisis estadístico apropiado para 
el estudio de microorganismos como po
sibles antagonistas de hongos patóge
nos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos aislamientos de 
Trichoders a koningii (Oud.), uno de 
Trichoders a viride (Pers. ex Gray), 
uno de Sclerotinia sclerotiorua (Lib.) 
D. By, y uno de Sclerotinia ainor Jag- 
ger (S. sclerotiorua var. ainor). Los 
orígenes de los aislamientos se seña
lan en el Cuadro N° 1.

Los dos aislamientos de Trichodersa 
koningii y el aislamiento de Tricho
deraa viride fueron probados "in 
vitro" como posibles antagonistas de 
Sclerotinia sclerotiorua y de Sclero
tinia ainor a través de la técnica de 
cultivo dual.

Sobre cajas de Petri de vidrio de 9 
centímetros de diámetro se volcaron en 
cada una de ellas 10 mililitros de 
agar papa glucosado (pH 6,5-7). Una 
vez solidificado el medio de cultivo, 
se ubicaron sobre el mismo dos discos 
de agar papa glucosado de 10 milíme
tros de diámetro con desarrollo mice- 
liar de 7 dias, a una distancia entre 
ambos de 5 centímetros, uno de ellos 
con Trichoderma koningii o T r i c h o d e r a  
viride y el otro con micelio de Scle
rotinia sclerotiorun o Sclerotinia ai- 
nor. Como testigos se sembraron discos 
de Trichoders a koningli, Trichodersa 
viride, Sclerotinia sclerotiorua y 
Sclerotinia ainor frente a discos de 
agar papa glucosado sin desarrollo mi- 
celiar alguno. Una vez sembradas las 
cajas fueron incubadas en estufa a 
24+2°C, realizándose 6 repeticiones 
para cada tratamiento.

Para cada caja se midió el desarro
llo de los microorganismos a través de 
la superficie cubierta por el micelio 
a los 2, 3, 4, 7 y 10 días desde la 
siembra. Para ello se procedió a re
producir sobre papel de calcar, desde 
las bases de las cajas, la superficie 
cubierta por los hongos. Se recortó la
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Cuadro N° 1: Aislamientos utilizados en el ensayo, indicando origen de los mismos.

a) Aislamientos de Trichoderma koningli (Tkl y Tk2)

-Tkl: obtenido sobre micelio y esclerocios de Sclerotium rolfsii parasitando 
girasol en la localidad de Norberto de la Riestra (Provincia de Buenos Aires).

—Tk2: obtenido sobre micelio y esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum parasi- 
tando girasol en la localidad de Norberto de la Riestra (Prov. de Buenos Aires

b) Aislamiento de Trichoderma viride (Tv), obtenido a partir de producto comercial 
originario de Francia

c) Aislamiento de Sclerotinia sclerotiorum (22), aislado a partir de capítulos de 
girasol atacados en la localidad de Carlos Casares (Provincia de Buenos Aires).

d) Aislamiento de Sclerotinia minor (10), 
la localidad de Reconquista (Provincia

misma y se pesó cada trozo de papel 
correspondiente a cada observación. A 
través de una constante que relaciona 
el valor obtenido expresado en mili
gramos con la superficie del papel se 
obtuvieron los datos de la superficie 
cubierta cada día por el micelio de 
los hongos, expresada en centímetros 
cuadrados.

Dado que se partió de discos con 
desarrollo miceliar de 10 milímetros 
de diámetro la superficie cubierta 
original fue de 0,79 cm2 , y, como el 
diámetro de las cajas utilizadas es de 
9 cm, la máxima superfice cubierta po
sible fue de 63,62 cm2

Las etapas del análisis estadístico 
fueron las siguientes:

1) Análisis del modelo de creci
miento de los antagonistas y patóge
nos.

Se utilizó un modelo de crecimiento 
no lineal para describir el comporta
miento de los antagonistas y patógenos 
a través del tiempo y detectar no sólo 
posibles diferencias en el ritmo de 
crecimiento en el período considerado, 
sino también en el modelo de creci
miento.

Se observó que la curva que mejor 
ajustaba las observaciones es la "Cur
va de Crecimiento Logístico", ya que 
el ensayo cumplf con los supuestos del 
modelo elegido:

aislado a partir de cultivo de girasol en 
de Santa Fe).

a) Desarrollo de la población en un 
medio cerrado (cultivos en cajas de 
Petri).

b) Inmutabilidad de las necesidades 
en el medio.

El modelo teórico utilizado para 
estimar los parámetros es:

donde:
    K: máximo crecimiento posible
    β: tasa constante de crecimiento
α : tiempo transcurrido hasta alcan

zar la mitad del máximo creci
    miento.

Este modelo es el propuesto por Yu
le (1925) como forma reducida de la 
ley de desarrollo de poblaciones de 
(Quetelet y Verschult, 1838). El mismo 
presenta 4 fases:

I) Transición gradual de crecimien
tos casi estacionarios a un incremento 
despreciable de la superficie.

II) Aceleración del ritmo de creci
miento hasta llegar a un punto de in
f lexion
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III) Retardo del ritmo de creci
miento.

IV) Transición gradual hacia condi
ciones casi estacionarias.

El crecimiento comenzó a ser obser
vado, en este caso, a partir del se
gundo día de iniciado. Por este motivo 
se constatan las tres últimas fases. 
Es necesario destacar que, siendo este 
modelo no lineal, fue necesario utili
zar procedimientos especiales para la 
estimación de los parámetros que em
plean en su resolución el algoritmo 
desarrollado por Marquardt (Draper y 
Smith, 1981).

2) Análisis diario de las diferen
cias entre los antagonistas.

Se estudiaron los efectos de los 
antagonistas a través de un análisis 
de variancia y posterior prueba de Tu- 
key para cada día de observación. En 
todos los casos se empleó un nivel de 
significación del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se presen
tan en los Cuadros N° 2 a 5. Para una 
mejor visualización se los ha repre
sentado en las figuras 1 a 4. En los 
cuadros se observa que en muchos casos 
la suma de los dos microorganismos de
sarrollando conjuntamente supera los 
63,62 cm , máxima superficie cubierta 
posible. Ello se debe a que una vez 
puestos en contacto los micelios de 
ambos hongos, el antagonista puede de
sarrollar por encima del microorganis
mo patógeno, parasitándolo.

Del análisis del crecimiento de los 
antagonistas a través del tiempo, 
cuando no están enfrentados a los pa
tógenos (testigos), Burge que el 
aislamiento Tk2 llega a su máximo 
crecimiento al tercer día (segundo mo
mento de observación). El aislamiento 
TK1 llega a la mitad de su crecimiento 
máximo entre el segundo y tercer día, 
con un aumento de crecimiento estimado

entre estos días de 24,30 cm2 , y Tr 
llega a la mitad de su máximo creci
miento alrededor del segundo día con 
un crecimiento estimado entre e^ se
gundo y tercer día de 29,41 cm2 . Se 
observa entonces que las curvas de 
crecimiento estimadas de los antago
nistas Tkl y Tv son muy similares 
cuando desarrollan sin la presencia 
del patógeno (Figura 1).

Cuando los antagonistas desarrollan 
enfrentados con el aislamiento de 
Sclerotinia minor (10), disminuyen su 
ritmo de crecimiento entre el segundo
y tercer día. Tk2 tiene un aumento
promedio estimado de 17,74 cm2 ; Tkl de 
15,27; y Tv de 16,26. Como se observa 
en la Figura 3, el ritmo de crecimien
to en los primeros días de medición es 
muy similar en los tres casos, pero 
difieren en el desarrollo alcanzado 
hasta el primer día de observación 
(segundo día), indicando un comporta
miento diferente en la primera etapa 
de crecimiento, Tk2 tendría un muy rá
pido crecimiento inicial, seguido por 
Tkl y Tv. Esta situación es distinta 
cuando el patógeno enfrentado es Scle
rotinia sclerotiorum (aislamiento 22), 
Fig. 4. El ritmo de crecimiento es 
menor en los tres antagonistas frente 
a este patógeno, Tk2 cubre una mayor 
superficie en el segundo día en 
relación a los otros antagonistas, 
indicando un rápido crecimiento 
inicial, y un ritmo de crecimiento 
similar a Tv ntre el segundo y tercer 
día (11,50 cm2 y 11,43 cm2 para Tk2 y 
Tv, respectivamente). Sin embargo, 
sorprende el comportamiento diferente 
de Tkl cuando se enfrenta este 
patógeno con relación a 10. Presenta 
un lento crecimiento inicial y un bajo 
ritmo de crecimiento entre el segundo 
y tercer día (6,56 cm2 ), colocándose 
por debajo de Tk2 y aún Tv, en 
superficie alcanzada. En cambio, al 
séptimo día su crecimiento igual al de 
Tv y se hace superior al décimo día, 
siendo siempre inferior a Tk2.

Del análisis del crecimiento de los 
patógenos cuando no se enfrentan a los

2
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Cuadro N° 2: Superficie cubierta por los antagonistas y patógenos cuando no eatón 
enfrentados a otro microorganismo (testigos). (Promedio de 6 
repeticiones

Cuadro N° 3a: Superficie cubierta por los antagonistas Tkl, Tk2 y Tv confrontados 
con un aislamiento de Sclerotinia minor (Patógeno 10) en cultivo dual. 
(Promedio de 6 repeticiones)

antagonistas (testigos), se observa 
que el aislamiento 10 desarrolla más 
lentamente que el aislamiento 22. En
tre el segundo y tercer día el aument^ 
de superficie estimada es de 18,9 cm2 
para el 10 y de 29,25 cm2 para el 22 
(Figura 2).

En el análisis de las diferencias 
en superficies promedio alcanzadas por 
los antagonistas se detecta que:

Frente'al patógeno 10

Tk2 supera significativamente a Tkl 
y Tv al segundo y tercer día, no de
tectándose deferencias significativas 
con Tkl pero sí con Tv al cuarto día.

Tkl supera significativamente a Tv
sólo al segundo día (Cuadro N° 5).

113
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Cuadro H* 3b: Superficie cubierta por los antagonistas Tkl Tk2 y Tv confrontados con 
un aislamiento de Sclerotinia sclerotiorua (Patógeno 22) en cultivo 
dual. (Promedio de 6 repeticiones)

Cuadro N° 4: Superficie cubierta por los antagonistas Tkl, Tk2 y Tv cuando 
desarrollan enfrentados con un aislamiento de Sclerotinia minor en 3 
momentos de observación. (Promedio de 6 repeticiones)

Cuadro N° 5: Promedios de superficies alcanzadas por los antagonistas cuando 
desarrollan enfrentados con el patógeno 22 en cuatro momentos de 
observación, y el valor mínimo significativo de las diferencias. 
(Promedio de 6 repeticiones)
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Frente al patógeno 22

Tk2 supera significativamente a Tkl 
y Tv al segundo día y sólo a Tkl al 
tercer y cuarto día. Al séptimo día ya 
no se detectan diferencias entre los 
antagonistas (ver Cuadro N° 5). Sin 
embargo, al 10° día Tkl y Tk2 cubren 
totalmente la superficie de la caja 
mientras Tv no alcanza ese crecimien
to.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obteni
dos y el análisis estadístico corres
pondiente se concluye que para las 
condiciones del ensayo el aislamiento 
de Trichoderma koningli obtenido en la 
localidad de Norberto de la Riestra 
sobre micelio y esclerocios de Sclero
tinia sclerotiorum parasitando gira
sol, muestra una mayor eficiencia como 
antagonista de Sclerotinia sclerotio
rum y Sclerotinia minor en relación a 
los otros dos microorganismos consi
derados. Esta conclusión se desprende 
en virtud de las siguientes considera
ciones:

1) Es el aislamiento que mostró el 
más rápido crecimiento inicial.

2) Mantuvo un ritmo de crecimiento 
nunca inferior al de los otros antago
nistas.

3) En todos los casos colonizó to
talmente la superficie cubierta por 
los patógenos.

El comportamiento diferencial de 
los otros dos antagonistas a través 
del tiempo sugiere que para la elec
ción de uno de ellos se debe priorizar 
una u otra de las siguientes propieda
des: el ritmo de crecimiento o la ap
titud colonizadora, dependiendo esto 
además del patógeno al cual se enfren
tan. Frente al aislamiento 10, Tkl 
muestra un mayor ritmo de crecimiento 
inicial pero posteriormente tanto Tkl 
como Tv cubren totalmente al patógeno. 
En cambio, frente al aislamiento 22, 
Tv muestra inicialmente un mayor ritmo 
de crecimiento, para ser luego 
superado por Tkl.
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