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RESUMEN

Parasitismo in vitro de Trichoderma asperellum contra Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum.
El objetivo del estudio fue determinar la actividad antagoénica de 23 aislamientos del hongo Trichoderma
asperellum, sobre los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia solani'y Fusarium oxysporum aislados de plantas de
arroz y tomate respectivamente. Se utilizaron 23 aislamientos de Trichoderma asperellum y un aislamiento
de cada fitopatégeno. Se emplearon placas Petri con medio de cultivo PDA para realizar las pruebas de
parasitismo, mediante la técnica de enfrentamientos duales. Para evaluar el nivel de parasitismo se utilizd
la escala de Bell. Se realizé6 un ANDEVA y la comparacién de medias mediante la prueba de Tukey con un
95% de confianza. Se encontraron diferencias significativas (p<0.0001) entre tratamientos con Rhizoctonia
solani. Un 17% de los tratamientos de Trichoderma, INTA-H-4, INTA-H-5(b), INTA-H-7(b), e INTA-H-35 (b,c)
lograron parasitar en pocos dias al fitopatégeno, con un valor de 1 en la escala de Bell; otro grupo de aisla-
mientos lograron un parasitismo parcial con valores entre 2 y 3 en la escala. Los aislamientos INTA-H-1(a) e
INTA-H-1(b), INTA-H-12(1), INTA-H-12(a) e INTA-H-34(a), que incluyé productos comerciales y recolectados
en campo, no mostraron una patogenicidad in vitro eficiente contra R. solani. No se determinaron diferencias
estadisticamente significativas con F. oxysporum. Este patégeno logré mantenerse en el medio de cultivo
sin que ningun aislamiento de Trichoderma asperellum lo parasitara por completo, obteniéndose Unicamente
grados de parasitismo entre 2,2 y 3.5 en la escala de Bell.
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INTRODUCCION

Las enfermedades producidas por organismos
fitopatdgenos son la principal causa de pérdidas
econdémicas en la produccion agricola (Benitez et
al. 2004). Algunas son causadas por hongos habi-
tantes de suelo, de amplia diversidad en su forma
y modo de ataque a los cultivos. La persistencia

de algunas de estas enfermedades ha aumentado
durante los ultimos afos, debido al uso indiscrimi-
nado de plaguicidas y el cambio de practicas agri-
colas, provocada por la generacién de resistencia
a los agroquimicos (Cruz 2007).
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Las especies de Trichoderma spp. son proba-
blemente los agentes de control bioldgico mas
estudiados para el combate de fitopatégenos del
suelo (Harman 2006). Existen numerosas publica-
ciones donde se describe la accién antagonista
de Trichoderma lignorum, T. asperellum, T. viride,
T. harzianum o T. koningii sobre patdégenos como
Fusarium oxysporum, F. moniliforme, Rosellinia
bunodes, Rhizoctonia solani, Phytophothora
capcisi, P. parasitica y Botrytis cinerea (Aquino-
Martinez, et al. 2008; Sarro et al 2011; Bell et al.
1982; Mora y Solérzano 2003; Guigén-Lopez et
al. 2010; Harman, 2006; Harman 2011; Harman
y Shoresh, 2007). El INTA de Costa Rica, ha
realizado investigaciones con algunas cepas de
Trichoderma spp., que han evidenciado su capa-
cidad antagdénica contra hongos que causan enfer-
medades, como la Malla o Rosellinia bunodes en
el cultivo de Helecho hoja de cuero, utilizando los
hongos Trichoderma lignorum, T. pseudokoningii y
T. viridae recuperando plantas con 100% de inci-
dencia. La enfermedad conocida como el Mal de
talluelo del café (Rhizoctonia solani) fue controlada
con Trichoderma harzianum y T. viridae. (Mora y
Soldérzano 2003; Soldérzano, et al. 2004).

El potencial como agente de biocontrol de
cepas de Trichoderma, se puede determinar en
estudios “in vitro” para identificar los antagonistas
y definir su potencial, antes de efectuar estudios
en campo que requieren mas tiempo y costo
econdémico (Guigén-Lopez, et al. 2010). La inhibi-
cion del crecimiento in vitro de hongos patégenos
por agentes de control biolégico antagonistas se
ha descrito ampliamente. La metodologia mas

habitual es la del enfrentamiento equitativo o dual
de ambos microorganismos (Aquino-Martinez et al
2008; Guigén-Lépez y Gonzalez-Gonzalez 2004),
inoculandose al mismo tiempo o no, generalmente
en forma de “plug” o gota y determinandose
posteriormente su eficacia. Para medir el parasi-
tismo, se han desarrollado varias técnicas como
los grados de parasitismo mediante la escala de
Bell (Bell et al 1982), mediante la formula de inhi-
bicién por competencia de Abbott modificada
(Aquino-Martinez et al 2008) o bien mediante
pruebas de antibiosis (Arzate et al. 2006).

El estimulo clave para inducir el micopara-
sitismo en Trichoderma, son los productos de
degradacion de quitina liberados de la pared
celular de los fitopatégenos y de moléculas
liberadas por el patégeno por la accion de las
enzimas del Trichoderma degradadoras de la
pared celular. Estas moléculas no sélo estimulan
el hongo biocontrolador y su actividad antagonista
mediante la activacién de la expresion génica
micoparasitica en cascada, sino que ademas
actuan como inductores del sistema de defensa
de las plantas en las células de la planta huésped
expuestas o cuando se inyectan a las raices y
hojas (Woo y Lorito 2007).

El objetivo de este estudio fue determinar
la actividad antagonica de 23 aislamientos del
hongo Trichoderma asperellum, sobre los hongos
fitopatdgenos Rhizoctonia solani 'y Fusarium
oxysporum aislados de plantas de arroz y tomate
respectivamente.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio
de Servicios de Fitoproteccion del Instituto
Nacional de Innovacién y Transferencia en
Tecnologia Agropecuaria (INTA), ubicado en la
provincia de San José, Canton Central, distrito
Mata Redonda.

Cultivos de Trichoderma y
Fitopatégenos

Los aislamientos de Trichoderma asperellum
y los hongos fitopatdgenos fueron cultivados en
placas Petri plasticas de 94 X 16 mm con medio de
cultivo artificial Papa Dextrosa Agar (PDA), acidifi-
cado con acido lactico al 25% (pH aproximado de
4.0). El ensayo in vitro se realizé en placas Petri
con las mismas caracteristicas.
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Preparacion de los tratamientos

Los hongos utilizados en los tratamientos
se obtuvieron de la micoteca del INTA, la cual
contiene cepas aisladas del suelo, plantas
enfermas o sanas de varias localidades del pais,
ademas de productos de origen comercial. A
fin de asegurar el mayor potencial antagonista y
patogénico de los hongos utilizados, se procedid
a revigorizarlos, mediante la exposicién a condi-
ciones de competencia.

Para el hongo fitopatdgeno R solani, se colocod
un disco de 5 mm de diametro de medio de
cultivo PDA, conteniendo el hongo sobre hojas de
arroz previamente desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 1% y lavadas con abundante agua
para eliminar restos del desinfectante. Las hojas
se colocaron dentro de una placa Petri con una
toalla humeda en la base y se dejo que el hongo
se desarrollara por 2 semanas. Los esclerocios
formados, fueron transferidos a un medio PDA
para obtener el hongo revigorizado. Para revigo-
rizar el fitopatégeno F. oxysporum, se colocé el
hongo en un suelo estéril humedo durante dos
semanas y luego se re-aislo.

Finalmente, los aislamientos de Trichoderma
spp., se pusieron a competir, mediante la técnica
de enfrentamiento dual, con el hongo Fusarium sp.
y luego de una semana se reaislaron y purificaron.
En la técnica de enfrentamiento dual, se colocan
discos de PDA con el hongo “antagonista” y el
fitopatdgeno en los extremos de una placa Petri
con PDA acidificado, a una distancia del borde de
15 mm.

En cuadro 1, se indican los microorganismos
utilizados en el estudio. Previamente, mediante
técnicas moleculares se identificaron los hongos
de la especie Trichoderma spp.

Cuadro 1. Aislamientos de Trichoderma aspere-
llum evaluados y cultivos de hongos
fitopatégenos empleados'. Micoteca

del INTA. 2013.
Tratamiento Descripcion
INTA-H-37 T. asperellum Comercial
INTA-H-1(b) T. asperellum Comercial
INTA-H-7(b) T. asperellum Sarapiqui Heredia
INTA-H-5(b) T. asperellum Comercial
INTA-H-4 T. asperellum Desamparados

Tratamiento Descripcion Origen
INTA-H-34(a) T. asperellum Comercial
INTA-H- 2(1) T. asperellum Comercial
INTA-H-12(q) T. asperellum Puriscal
INTA-H-2(b) T. asperellum Comercial
INTA-H-6(a) T. asperellum Laboratorio INTA
INTA-H-2(c) T. asperellum Comercial
INTA-H-16(2b) T. asperellum Cartago
INTA-H-2(a) T. asperellum Comercial
INTA-H-12(1) T. asperellum Puriscal
INTA-H-16(2a) T. asperellum Cartago
INTA-H-35(b,c) T. asperellum Comercial
INTA-H-6(b) T. asperellum Lab. INTA
INTA-H-1(a) T. asperellum Comercial
INTA-H-34(b) T. asperellum Comercial
INTA-H-16(1a,b) T. asperellum Cartago
INTA-H-36(b) T. asperellum Comercial
INTA-H-7(a) T. asperellum Sarapiqui Heredia
INTA-H-5(a) T. asperellum Comercial
Fitopatégeno 1 Rhizoctonia solani égl:rr%ignto
Fopatogenoz  Cusaum - Aamento

Parasitismo segun escala de Bell

Para evaluar el parasitismo, se utilizd la
técnica de enfrentamiento dual, colocando un
disco de 5 mm con medio de cultivo con el hongo
“tratamiento”, en uno los extremos, a 15 mm de
distancia del borde de un plato Petri con PDA
acidificado y en el otro extremo se coloca un disco
de igual medida del hongo fitopatégeno. Dado
que el fitopatégeno F. oxysporum tiene un creci-
miento mas lento que los Trichodermas, se colo-
caron los discos con el fitopatégeno en las placas
Petri, dos dias antes que los tratamientos. El para-
sitismo se evalud cualitativamente y se categorizé
en 5 grados de antagonismo, acorde con la escala
cualitativa desarrollada por Bell, et al. 1982, la cual
establece cinco clases a saber:

1. Trichoderma sobrecrece completamente al
patdgeno y cubre totalmente la superficie.

2. Trichoderma sobrecrece las dos partes de la
superficie del medio.

3. Trichoderma y el patégeno colonizan cada uno
aproximadamente la mitad de la superficie y
ninguin organismo parece dominar al otro.
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4. El patégeno coloniza las dos terceras partes
de la superficie del medio y parece resistir a la
invasion de Trichoderma.

5. El patdégeno sobrecrece completamente a
Trichoderma y ocupa toda la superficie del
medio. (Ver Figura 1).

Escala de Bell (Bell et al. 1982)

M Trich.
M Patog

Figura 1. Escala de grados de parasitismo de
Trichoderma sp sobre un hongo fitopa-
togeno. Bell et al. 1982.

Variables evaluadas

La principal variable fue el grado de antago-
nismo segun escala pictérica de Bell. En los casos
donde se observaron halos de inhibiciéon durante
la revigorizacién, se midié el halo de inhibicion y el
crecimiento radial del hongo.

Diseno experimental y Analisis
estadistico

Se empled un disefio completo al azar con
cuatro repeticiones. Se realizd un analisis de
varianza ANDEVA y una prueba de separacion
de medias Tukey a p<0.05, mediante el programa
SAS (Statistical Analisis System, ver 9.0 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislamientos de Trichoderma mantenidos
en aceite y en refrigeracion a 4°C se cultivaron
en medio PDA acidificado y luego se revigori-
zaron utilizando los patdégenos Rhizoctonia solani
y Fusarium oxysporum. Fueron necesarias tres
revigorizaciones de los aislamientos de T. aspe-
rellum, dos con R. solani y una contra Fusarium
oxysporum; con lo cual se garantizdé el vigor
adecuado para su desarrollo y desempeno in vitro.
Los fitopatégenos estaban recién aislados, asi que
solo se revigorizaron una vez a fin de garantizar su
capacidad metabdlica.

A pesar de que todos los Trichodermas perte-
necen a la misma especie, se observaron dife-
rencias en los crecimientos en cuanto a tonos
de verde, crecimiento radial y esporulacién, aun
después de la revigorizacién (figura 2). Similares
resultados fueron obtenidos por Rodriuez y Wang
2020 con aislamientos de Trichoderma que fenoti-
picamente fueron diferentes, pero genéticamente
no se diferenciaron. Por lo tanto, es importante
emplear otros marcadores moleculares.

Figura 2. Aislamientos de Tasperellum revigori-
zados. INTA 2013.

En la etapa de revigorizacion, se observd la
formacién de halos de antibiosis con R.solani, esto
por lo general se debe a la presencia de sustan-
cias antibidticas producidas por el hongo, en
respuesta al estimulo del antagonismo que tiene
con el fitopatdgeno. Los aislamientos de T. aspe-
rellum que produjeron esta respuesta metabdlica
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(cuadro 2), son promisorios para ser estudiados
en la produccién y secrecion de metabolitos, a
fin de identificarlos, caracterizar el mecanismo de
accion que hace que estas sustancias impidan el
desarrollo de hongos fitopatdogenos y determinar
un proceso de produccion de dichas sustancias
para uso agricola.

Cuadro 2. Halos de inhibicién presentados
por algunos de los aislamientos de
Trichoderma de la sobre R. solani. INTA
2013.

. q Crecimiento Halo inhibicion

INTA-H-2 4,2 cm 6 mm
INTA-H-4 5.2cm 10 mm
INTA-H-5 5cm 8 mm
INTA-H-6 2,8cm 3 mm
INTA-H-35 4cm 5mm
INTA-H-36 4,2 cm 6 mm

En los procesos de antibiosis, se da una
secrecion de metabolitos secundarios como
trichodermina, gliovirina y gliotoxina que inhiben
la germinacion del fitopatdégeno (Arauz 2011). En
el afio 1993, varios investigadores identificaron,
purificaron y caracterizaron varias enzimas que
inhibieron la germinacion de las esporas y la
elongacién de las hifas de hongos patogénicos
en condicion in vitro; algunas de estas sustancias
identificadas son chitobiosidasa y N-acetil-b-D-
glucosaminidas inhibitorias de Botrytis cinerea,
Fusarium y Alternaria (Lorito et al. 1993).

La etapa de revigorizacion de los aislamientos
de Trichoderma, permitio la recuperacion de las
capacidades antagonicas de los aislamientos
y una valoracién preliminar de la capacidad de
parasitismo de cada uno de los aislamientos. En
general, se observd que el grado de antagonismo
de los aislamientos de Trichoderma fue mayor
contra R. solani que sobre F. oxysporum. En la
Figura 3, se observa el crecimiento invasivo de
Trichoderma sobre los discos de R. solani, pero no
logra desarrollarse sobre F. oxysporum.

Fusariam
oxysportim

RRhizoctonia
solani

Figura 3. Revigorizacién in vitro de aislamientos
de Trichoderma sp sobre Rhizoctonia
solani 'y Fusarium oxysporum. INTA
2013.

Como se observa en la figura 4, algunos de
los aislamientos de T. asperellum, desde la etapa
de revigorizacién mostraron un fuerte parasitismo,
tal es el caso de INTA 4; mientras que otros aisla-
mientos como el INTA 1B, no mostré parasitismo
alguno y el plato Petri con PDA fue rapidamente

colonizado por el fitopatdgeno.
B T

Antagonismo por
by parasitismo

F

- N

[ Rhizoctonia Trichoderma

.

SIN Antagonismo

Figura 4. Antagonismo de Trichoderma INTA 4 'y
1B sobre R. solani en estudios de revi-
gorizacién. INTA 2013.
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La técnica de revigorizacion de aislamientos
resulté ser ventajosa, no solo para activar el
metabolismo de los microorganismos, sino para
tamizar y seleccionar mediante una técnica in
vitro econdmica, simple y rapida, cepas promi-
sorias en el control biolégico especifico o cepas
productoras de sustancia de interés en el manejo
de fitopatdégenos, en caso de contar con muchos
aislamientos.

Mediante la escala de Bell, se estimo el grado
de parasitismo por inhibicion de crecimiento de R.
solani con los tratamientos evaluados. Se obtu-
vieron diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.0001). Los grados de parasitismo fueron
variables, siendo algunos muy buenos antago-
nistas, otros con un parasitismo intermedio (figura
5) y otros no evidenciaron ningun parasitismo y
mas bien fueron superados por el fitopatdégeno.

Figura 5. Grado de inhibicion in vitro de crecimiento de Rhizoctonia
solani por cepas de T. asperellum: INTA 34 a e INTA 4. INTA

2013

Un 56% de los Trichodermas presentaron un
parasitismo entre los grados 1y 2 en la escala de
Bell. El grupo de tratamientos que mostré el mejor
grado de parasitismo (100%) que corresponde al
grado 1 en la escala de Bell estuvo conformado
por INTA-H-4, INTA-H-5(b), INTA-H-7(b) e INTA-H-
35(b, c). Este es el mejor resultado esperado de
un controlador bioldgico, ya que el crecimiento del

antagonista cubrio toda la placa Petri impidiendo
el desarrollo del fitopatdgeno R. solani. Estos
cuatro tratamientos no se diferenciaron estadis-
ticamente de otro grupo de Trichodermas, INTA-
H-6(a), INTA-H-6(b), INTA-H-16(2b), INTA-H-36(b),
INTA-H-7(a), INTA-H-2(b), INTA-H-2(c), INTA-H-
34(b) e INTA-H-5(a), que obtuvieron valores entre
1y 2 en la escala de parasitismo de Bell (Figura 6).

Escala BELL Inhibicion Rhizoctonia solani

ESCALA DE BELL
w

7-b 5b 4 3bec 6a 6b 1620 36b 7a 2-b 2c 34b 5a 2-1 2-a 16-2a 16-1 37 34-a 1a  1b 12-a 121
ab

’ Aislamientos Trichoderma INTA

Figura 6. Grado de inhibicion de Rhizoctonia solani por Trichoderma
segun escala de Bell 1982. INTA 2013.
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El tratamiento INTA-H-12(1) no mostré para-
sitismo alguno, obteniendo un valor de 5 en la
escala de Bell, en este caso R. solani cubrié toda
la placa de Petri. Los tratamientos INTA-H-1(b) e
INTA-H-12(a), presentaron valores de grado 4 en la
misma escala, con un minimo grado de inhibicién
de R. solani, resistiéndose el patdégeno a ser colo-
nizado. Los tratamientos INTA-H-2(1), INTA-H-2(a),
INTA-H-16(2a), INTA-H-16(1a,b), INTA-H-37, INTA-
H-34(a) e INTA-H-1(a) presentaron niveles de
inhibicion entre 2 y 3, siendo significativamente
diferentes a los mejores tratamientos para esta
misma variable.

X/

& BELL = 3.3

Figura 7. Grado de inhibicién de Fusarium oxysporum por Trichoderma

El grado de parasitismo de F. oxysporum fue
mucho menor que el de R. solani. Ninguno de los
aislamientos evaluados logré parasitar completa-
mente a F. oxysporum. Las valoraciones de escala
de Bell para la variable grado de parasitismo no
mostré diferencias significativas (p= 0.2147). A
pesar de que algunos tratamientos presentaron
en repeticiones grados entre 4 y 2, en promedio,
todos los tratamientos oscilaron entre 2.5 y 3.3
(figura 7). El hongo fitopatdgeno F. oxysporum,
presentd en casi todos los tratamientos un fuerte
halo de inhibicién, particular de este hongo que
produce acido fusarico que actia en forma de
fitotoxina en medio de cultivo.

= W

segun escala de Bell 1982. INTA 2013.

Similar resultado obtuvo Mahato (2005), el cual
determiné la capacidad inhibitoria de T. viridae
contra Sclerotium rosfii, pero no contra Fusarium
solani. En las investigaciones realizadas por Sarro
etal. 2011, preparé un medio de cultivo liquido con
Trichoderma lignorum y a las 24 horas le agregd
F. oxysporum logrando la inhibicién completa del
fitopatégeno a todas las concentraciones que
utilizé; mientras que cuando incubd previamente
a F.oxysporum el Trichoderma solo inhibio el creci-
miento significativamente a concentraciones mas
bajas (1x10? 6 1X10° esporas/ml) del fitopatdogeno.

Los resultados obtenidos en este estudio y en
previos, indican que los estudios de antagonismo
con Fusarium oxysporum se deben investigar a
profundidad, a fin de determinar el mejor momento
de aplicacion o bien, estudiar las sustancias que
producen ambos hongos y que sin duda juegan un
papel importante en el combate de este fitopatd-
geno. Estudios recientes en pruebas in vitro por
Rodriguez y Wang 2020 empleando una escala
de inhibicién por el porcentaje de inhibicién de

crecimiento radial (PICR) con la formula utilizada
por Ezziyyani et al. (2004) obtuvieron parastismo
sobre F. oxysporum con cepas de T. asperellum,
T. asperelloides y T. guizhouense con valores
cercanos entre 52 y 70% lo cual equivale a unos
valores entre 3 y 4 de la escala de Bell. Los
resultados contradictorios en la inhibicion de F
oxysporum ha sido planteada por Ploetz (2004) y
depende de la eficiencia de los ensayos in vitro o
invernadero bajo condiciones controladas y por
lo tanto no se puede generalizar para todos las
cepas de Trichoderma.

Finalmente es importante recalcar que los
aislamientos INTA-H-4, INTA-H-5(b), INTA-H-7(b) e
INTA-H-35(b, c) presentaron el mejor parasitismo
contra Rhizoctonia solani y de estos, INTA-H-4 e
INTA-H-5(b) presentaron los mayores halos de
inhibicién, lo que los hace ser potencialmente
Utiles en el manejo de éste fitopatégeno el cual
afecta varios cultivos de importancia agricola
como el arroz, la papa, el café y el chile dulce
entre otros.
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La eficacia biolégica de diferentes aislamientos
de T. asperellum, va mas alla de la especie por lo
que se debe tener especial cuidado al seleccionar
este antagonista, ya que demostraron que su
antagonismo es variable. Ademas, se deben hacer

mas estudios para el control biolégico de hongo
Fusarium oxysporum, un patégeno importante por
su amplia distribucion, por su gama de hospe-
deros de importancia agricola y que produce
metabolitos que lo hacen altamente resistente.
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