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RESUMEN. Se tomaron muestras de suelo en distintos agroecosistemas (cafia y arboleda) del municipio de
Coldn, provincia Matanzas, donde no se habia aplicado Trichoderma spp., con el objetivo de aislar, seleccionar
morfolégica, cultural y patogénicamente cepas autdctonas del territorio con capacidad antagénica. Para el aislamiento
se siguid la metodologia propuesta por el Instituto Nacional de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Se probd su
antagonismo frente a Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. mediante el cultivo dual. Se obtuvieron 126
aislados de los cuales se seleccionaron 72 que cumplian con las condiciones de crecimiento, textura de la colonia
y esporulacion. Se iniciaron las pruebas con seis aislamientos, tres procedentes de la superficie (Tb111, Th211ly
Tc241) y tres de la profundidad de cinco cm (Th122, Tc112 y Tc242). Dos (Tbh111 y Tc241) mostraron el mayor
antagonismo frente a los hongos patégenos antes mencionados. Las caracteristicas de estos aislados coincide
con las descritas para Trichoderma harzianumy Trichoderma longibrachiatum respectivamente.
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ABSTRACT. Soil samples were collected from different agro-ecosystems (sugar cain and forest) of municipality
of Colén, province of Matanzas, where Trichoderma spp, was not been applied. The aim of the present work was
the isolation and the morphological, cultural and pathogenic selection of autochthonous strains with antagonistic
capacity. The isolation of the strain was carried out by the method suggested by the National Institute of Plant
Sanitation Research. The antagonistic effect of isolated strains was tested against Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia
sp. and Fusarium sp. using a dual culture. Atotal of 126 strains were isolated, but only 72 achieved the growth,
colony texture and sporulation conditions. The tests stared with six isolations, Th111, Th211 and Tc241 from the
surface and Th122, Tc112 y Tc242 obtained from 5 cm. deep into the soil. Th111 y Tc241 showed the higher
antagonistic effect against the fungi pathogens species. The characteristic of the isolated strains agree with
those reported for Trichoderma harzianum and Trichoderma longibrachiatum, respectively.

Keywords: Isolation, antagonism, strains, Trichoderma spp.

INTRODUCCION

Dentro del grupo de los micoparésitos, los
aislamientosdel género Trichoderma sonlosmés
conocidosy estudiados, recomendandose parael
control dehongosde suelo (Stefanova, 1997). Son
antagonistas que pueden expresar su accion con
mas de un mecanismo (Harman, 2003),
constituyendo el conocimiento de su modo de
accion unfactor decisivo paraobtener éxito cuando
sepretende utilizar en el mane o de enfermedades.

En los primeros estudios de Trichoder ma spp.
se observé que la actividad antagonica esta
relacionadacon labiologiadelosaislamientos,
lo cual se esta esclareciendo con estudios
recientes anivel celular y molecular sobre la
diversidad de viasy mecanismos de accion de
este hongo (Harman, 2004). Es por esto quela
busgueda de cepas promisorias debe ser una
tareacontinua.
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Desde d afio 1986, d Indtituto de Investigacion de
Sanidad Vegeta comenzé unacoleccion de cepasde
Trichodermasop., enlagueseencuentranrepresentadas
las secciones Pachybasium, Longibrachiatum y
Trichoderma (Pérez, 2004), aunque apartir de 1980
secomenzaronadesarallar tecnol ogiasartesandespara
la reproduccidn de aidamientos de Trichoderma.
(Fernandez-Larrea, 2002)

MATERIALESY METODOS

Paralaredlizacion de estetrabajo se seleccionaron
agroecos stemasdecafiay arboledasdel municipio
de Colon, provincia de Matanzas donde no se
habian aplicado medios biol6gicos a base de
Trichoderma

Para la toma de muestras de suelo se siguié la
metodol ogia propuesta por Bateman y Carey
(1995), parala prospeccion de nuevas cepas de
Trichoderma.

L asmuestras setomaron en cinco puntosde cuatro
campos (alggadosdelosbordesa3-4m), enforma
bandera inglesa 'y a azar. En cada punto se
colectaron de 100 a 200g de suelo, a tres
profundidades: enlasuperficie, acincoy a1l0cm,
lo més cercano al sistemaradical delas plantas,
vertiéndoselasmuestrasde suelo enbolsasdenylon,
lascualessesdllarony rotularon.

Para efectuar las diluciones seriadas utilizamos
la técnica descrita por Sandoval (1992). La
identificacion delos aislamientos estuvo basada
fundamentalmente en las caracteristicas
culturales y morfolégicas de Trichoderma
cultivado sobre PDA y Agar Malta, efectuandose
observaciones macro y microscopicas
(microcultivos) de cadaaislamiento teniendo en
cuenta las descripciones que aparecen en las
revisiones del género hechapor Rifai (1969) y
Gamsy Bisset (1998).

Para determinar |a efectividad bioldgica de los
aldamientos seleccionados serealizd lapruebade
antagonismo por latécnicade cultivo dual (Bell et
al., 1982).

En placas Petri de 9 cm, con medio de cultivo
PDA fueron sembrados 2 discos de 5 mm de
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EnCubad control dehongosfitopatdgenosatravésde
biopreparadosde Trichoder ma, esuno delosmétodos
utilizadosend mangointegrado deplages, Snembargo
€l uso decepascomercidespresentadificultadescon
upersgenciaend sudo. Por etarazén seconddera
importantelaobtencion deaidamientosnativos, meor
adgptadosalascondicionesedafodiméticasdelazona
especificadondeseran aplicados.

diametro, pertenecientes, uno, a cada
aislamiento de Trichoderma y el otro, a los
patdgenos: Rhizoctonia sp., Sclerotiumrolfsii
y Fusarium sp. Las observaciones fueron
realizadas en un microscopio de control defase
a400x, paradescribir lostipos deinteraccion
hifal entreel patdgenoy el antagonista. Semidié
el crecimiento radial diariamente con unaregla
graduada hasta las 96 horas, evaluandose el
grado del antagonismo y se determind la
velocidad de crecimiento alas 72 horas. Dela
seleccion previa, se seleccionaron los dos
mejores ai slamientos de | os obtenidos teniendo
en cuenta: esporul acion homogeénea, vel ocidad
de crecimiento (al menos 7 cm de didmetro a
las 72 horas) y texturacompacta delascolonias,
y ademas por su eficacia en cultivo dual
comparada con una de las cepas estandares
(Trichoderma harzianum_Ts3 procedente de
lamicotecadel Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal) que se utilizaen produccion.

Paralaidentificacion delosaidadosseemplearon
las clavestaxondmicas descritas por Rifai, 1969;
Gamsy Bisett, 1998.

Losa damientosfueron sembradosen medio PDA
y Agar Malta, incubandose a25°C en condiciones
de oscuridad. Se observaron las caracteristicasde
las colonias, ademas derealizar microcultivosen
losque semidieron el grosor delashifas, tamario
de los conidiéforos, de las fidlides, conidios y
clamidosporas.

Los datos obtenidos fueron procesados
mediante andlisisde varianza(ANOVA) y las
diferencias fueron probadas utilizando la
décima de comparacion de Student Newman
Weul (SNK) del paguete estadistico SPPS
version 11.5.
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RESULTADOSY DISCUSION

Delas muestrastomadas en | os agroecosi stemas
de cafa y arboleda se obtuvieron 61 y 65

aislados respectivamente, paraun total de 126.
(tablal)

Tabla 1. Influenciadela profundidad demuestreo en el nimerodeaisadosde Trichoderma
en losagroecosistemas seleccionados

Agroecosistemas Profundidad (cm)
Superficial | Hasta5cm | Hasta10em | Total
Cafia 1 11 13 8 32
Cafia 2 11 14 4 29
Arboleda 1 14 12 8 34
Arboleda 2 15 9 7 31
Tatal 51 48 27 126

Al comparar € nimero de aisamientos totales
obtenidos en |os agroecos stemas seleccionados a
diferentes profundidades (tablas?), seobservaque
existe diferenciasignificativa, se obtuvo € mayor
nimero deaidamientosa5cmdeprofundidadend
caso del agroecosistema cafla de azlicar con 27, €
cual difiere significativamente del resto de las
profundidedes End casodd agroecossemaarboleda
e nimerodeadamientosse incrementd hasta29en
lasuperficdedd sudo, quedifieresgnificativamentedd
resto delasprofundidades estudiadas. El nUmerode
adamientostotdesnodifieresgnificativamenteentre
la superficie y 5 cm, se considera que esté en
correspondenciacon factorestalescomo: humedad,
radiacion solar y oxigeno disponible. En el
agroecos stemacaiia(con edad de cultivo hastatres
meses) laradiacion solar y latemperaturasobre la

upefidedd sudoeranintensasy lahumedaderabga,
agpectoquelimitanlagerminaciondelosconidiosy €
crecimiento del hongo. A profundidad de5cm la
radiacion solar y latemperaturadisminuyerespectoa
lasuperficiey € nivel de oxigeno esaceptabley la
humedad no esptimapero mayor queenlasupeficie
Enlaprofundidad de10cmselimitad nivel deoxigeno,
agpectoimportanteparad desarrollo delasespecies
deestegénero. Al andizar d agroecos semaarboleda
€l mayor nimero de aidamientos se obtuvo enla
superficie, donde hubo radiacion solar directa,
temperaturasmoderadas, suficientemateriaorganica
en descomposicidn, sin embargo a aumentar la
profundidad disminuyen e oxigeno, latemperaturay
lameateriaorganica, aumentalahumedad, agpectoque
frenan e desarrollo de Trichoderma, como hasido
notificado por Villegas (2005) y Paéz (2006).

Tabla2. NUmerodeaidamientosde Trichoderma por profundidad en los

agroecosistemasestudiados

Agroecosistemas Profundidad (cm
Superficial | Hasta 5 cm | Hasta 10 cm
Cafia 22° 27 12 ©
Arboleda 29 = 21 15 ¢
Total 512 483 27°
EE +x 4 94 424 212

De los 126 aislamientos de Trichoderma
purificados se sel eccionaron 72, que cumplian con
las condicionesde crecimiento, texturadelacolonia
y esporulaciéon, los que representan el 57 %. Se
decidio iniciar la evaluacion con seis de los
adamientos. tresprocedentesdelasuperficie Th111
(Trichoderma arboleda, campo 1, muestra 1,
profundidad 1), Tb211 (Trichoderma arboleda,
campo 2, muestra 1, profundidad 1),
Tc241(Trichoderma cafia, campo 2, muestra 4,

profundidad 1) y tresdelaprofundidad de cinco
cm Tbh122 (Trichoderma arboleda, campo 1,
muestra 2, profundidad 2), Tc112 (Trichoderma
cafa, campo 1, muestral, profundidad 2) y Tc242
(Trichoderma cafia, campo 2, muestra 4,
profundidad 2).

Entrelosaislamientosde Trichoderma obtenidos,
la mayoria presentaban colonias de bordes
regulares, decrecimiento rapido, entre 7-9 cmde
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didametro despuésde 72—96 horasdeincubacionauna
temperaturade 25+ 1°C, micdio aéreord o oflocoso,
frecuentementelimitado ene margen delacoloniapor
unhaodecalor blanco, loquecoinc decon (Paez, 2006)
queplantea, que Trichoderma generd mente poseeun
rpidocrecimientoy desarrollo. Lascoloniaspresentan
inicialmente un color blanco, tornandose verdosas
posteriormente, hastafind menteadoptar un color de
verde azuloso claro a verde mas oscuro. Estas
observacionesse corresponden conlasredizadas por
Rodriguez (2002).

Laesporulacion fue variable, desde conidios que se
forman enramilletes, diseminadospor lasuperficiedd
medio, con esporulacion cercadd borde delaplaca
Petri, hastaformando ha osconcéntricos. Resultados
smilares se han notificado por Piedra (2002), en
diferentesaidadosde Trichoderma. El reversodela
coloniad inicio eshiainoy posteriormente setorna
amaillo pdido hagtallegar aamarillo-ocre posterior a
las 72 horas. Segin Chet (1990), esposiblequeesta
coloracion sedebaalaproduccion deenzimasliticas
extracd ulares, fundamentamenteqitinasss, glucanasss
oproteasas.

Al redlizar observacionesmicroscopicasdd micdiose
detect la presencia de clamidosporas, aunque €
numero delasmismasdifirié entreaidamientos por
gemplod adado Th111 presentd comopromedio 19

clamidosporas, mientrasqued Tc241 s0l04,6. Las
observaciones realizadas corresponden con las
descripcionesdeadamientosdd género Trichoderma
hechas por Rifai (1969) y con las secciones
Trichodermay Longibrachiatum (Gamsy Bisst,
1998).

A las 72 horas todos los aid ados de Trichoderma
crecieron mésdelatercerapartedelasuperficiedela
placa, loquelossitliaenlaclase2 delaescdadeBéll
etal. (1982), excepcionhacenlosaidamientos Th111
y Tc241 quesedesarrollaronentodalaplaca, loque
hizoqueseubicaranenladase . Edosadadosposeen
lamayor velocidad decrecimiento (1,25mmvh), pues
yaalas 72 h habian cubierto todalasuperficiedel
medio decultivo. Edosaidamientosmuestrances €
dobledd crecimiento quepresentad aidado estandar
(Ts3). No obstante, todoslosaid amientospueden ser
considerados como antagonistas segun Bell et al.
(1982). (Tabla3)

Losadamientosde Trichodermaend enfrentamiento
aRhizoctonia manifiestan unamenor accion como
competidores por € sustrato, que para el caso de
Slerotium; inclusivelavel ocidad decrecimiento de
Trichodermaesinferior estando relacionado con la
exigenciadeunainteraccion adistanciaentrelosdos
hongos, que origina que € efecto antagonista de
Trichoderma seamenor (tabla4).

Tabla 3. Enfrentamiento en cultivo dual Trichodermay Sclerotium rolfsii

Tiempo (h)
1/5¢cl. 24 48 72 96
Tb111 18/0 39/0 901 (1,25mm/h)* a0N1
Th122 8/0 43/5 58119 (0. 81mm/h)* | 69/21
Th211 912 32114 | 6014 (083mm/hy* | 71/15
Tc112 10/1 30/8 50/30 (0,69mm/h)* | 63/30
Tc241 2210 43/0 901 (1, 25mm/h)* a0N1
Tc242 2917 | 55/30 | 66/39 (0,92mm/h)* | 72/39
Ts3 713 2013 44/34 (0. 61mm/h) 47135
Scl 0 T 58 85

*() Velocidad de crecimiento de Trichodermaen el cultivo dual.

No obstante, losmejoresaidamientosen € modo
de accién competencia por €l sustrato alas96 h
fueron e Th1ll, Tb122 y el Th211 los que se
encontraban cubriendo las dosterceras partesde
laplacalo quelosubicaenlacase 2 segun Bell et
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al. (1982), mostrando resultados superioresa Ts3.
Sinembargo, de maneragenera, losaidamientos
Th1ll y Tc241 a las 96h mostraron ademas,
micoparasitismo al crecer y esporular
abundantemente sobre este hongo patdgeno.
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Tabla4. Enfrentamiento en cultivodual Trichodermay Rhizoctonia

lempo (h) 24 48 72 96
I/Rhiz.

Tb111 26/0 44/9 | 56/34 (0, 78mm/h)* r3/41
Tb122 8/2 2910 [ 43/34 (0.60mm/h)* 69/35
Th211 12/4 2911 | 44/33 (0,.61mm/h)* 69/35
Tc112 2116 | 40/36 [ 43/36 (0,60mm/h)* 27136
Tc241 22114 | 43/34 | 45/36 (0,62mm/h)* 29/36
Tc242 22114 | 41/36 | 43/36 (0,.60mm/h)* 27136

183 712 2219 [ 41/34 (0.56mm/h)* 46/34

* (mm/h) Vel ocidad de crecimiento de Trichoderma en cultivo dual.

En el enfrentamiento de los aislamientos de
Trichoderma ante Fusarium se pudo observar
(tabla 5), que a las 72 horas los aislados de
Trichoder ma tenian un crecimiento mayor alas
dosterceras partes de laplaca, por 1o que estos
adamientosseubicanenlaclase2 delaescaade
Bell etal. (1982). Sinembargo, alas96 horaslos
aldamientos seleccionados Th111y Tc241 habian

crecido enlatotalidad delaplaca, lo quelossitia
enlaclasel, superioresal aislado estandar Ts3.
Esto esun elemento, que se debe tener en cuenta
a la hora de seleccionar aislamientos de
Trichoderma con fines de control biolégico, ya
gue se pueden eliminar aislados, que pudieran ser
buenos candidatos como biocontrol en momentos
posterioresalas 72h.

Tabla5. Enfrentamientoen cultivodual Trichodermay Fusarium

lempo (h)

T/Fus. 24 48 2 06
Tb 111 53 29/7 87113 (1. 21mm/h)* 90/13
Th122 41 30/2 63/15 (0,87 mm/h)* T0/15
Th211 31/5 47/6 58/28 (0 80mm/h)* 65/32
Tc112 2/0 25/5 26/12 (0.7 7mm/h)* 60/20
Tc241 710 3112 79/16 (1,09mm/h)* 90/16
Tc242 10/3 38/14 65/18 (0 90mm/h)* 72/22

Ts3 512 22012 o0/24 (0 69mm/h)* 56/30
Fusanum 8 24 47 66

*()) Velocidad de crecimiento de Trichoderma en cultivo dual .

Losme oresaidamientosde Trichoderma paralos
tres patdgenos fueron Th1ll y Tc241, que
ocasi onaron micoparasitismo enlos patdgenoscon
estrangulamientoy lissdelasparedesdelashifasy
con ello la desintegracion y degradacion de las
paredescelularesy el debilitamiento o muertede
loshongosfitopatdgenos.

La identificacion de estos aidados mostré que
adamiento Th111l se caracteriza por colonias de
crecimiento rgpido (1,25mm/h), esporulacion
polvorienta, conunacoloracion quepasd deverdedaro
averdemésoscurordpidamente, reversodelacolonia
amaillopdidoaamarillomésoscuro despuésdelas 96

horas, presenta micelio septado (1,17- 5,13 um de
ancho), los conidiéforostienen delargo de 77,72 a
193,26 umconmediade 115,63 um, presentafidides
envetidliosdetres deformaampuliformealageniforme
quelleganamedir de10,57 a10,54 um, losconidios
onlisos redondeadas decolor verdepdido, detamaio
de2,39-3,95 umy abundantescdamidosporascontala
de’5,62-11,96 um. Edtascaracteridticasconcuerdan con
las descritas paralaespecie T. harzanum (Gamsy
Bisett, 1998).

El adamiento Tc241 presentacoloniasdecrecimiento

rgpido (1,25 mm/h), con unacoloracion que pasd de
verdeclaro azuloso averde azul 00 0SCUro, reverso de
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lacoloniaamarillopdido, d micdio septado (conancho
de1,63-5,60 um), conidiéforoslargos(76,60-172,72
pm), con cortas ramificaciones, las fidlides son
lageniformes, pueden estar en solitario, pareadasy en
rarasocas onesenverticiliosdetres, contamafiosque
van desde 17,04-23,57 x 4,67-8,87um, ademés
presentafididestermindesmayoresde 14 umaoonfidides
intercalarespor debgodelafidideterming. Losconidios
sonlisos deglobososadipsoiddescontamaniode2,63-
5,50x 1,79-3,47 um, presenciade clamidogporascon
dimensiones de 5,86-11,96 um. De acuerdo aesta
caracterizacion este aidamiento coincide con T.
longibrachiatum(Gamsy Bisett, 1998).

CONCLUSIONES

1. El mayor numero de aislamientos en el
agroecos stemaarboledase obtuvo enlasuperficie
y en cafiahasta’5 cm de profundidad con 29y 27
aldamientosrespectivamente.

2. Se dispone de dos cepas de Trichoderma
identificadas como Trichoderma harzianum y
Trichoderma longibrachiatum; autéctonas del
municipio de Colén, provinciade Matanzas.

3. Las cepas de Trichoderma estudiadas
manifestaron un alto potencial antagonista ante
Sclerotiumrolfsii, Rhizoctonia sp. y Fusariumsp
comparadas con €l aislado estandar Ts3.
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