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Estudio del Antagonismo de Algunas Especies de 7richoderma
sobre Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani’

RICARDO ELIAS?, OMAR ARCOS> y GERMAN ARBELAEZ?

Resumen. En este trabajo se estudio el anta-
gonismo de algunos aislamientos del hongo
Trichoderma obtenidos de suelos colombia-
nos en el control de Fusarium oxysporumy
Rhizoctonia solani. En los ensayos “‘in vitro’’
se observd un marcado antagonismo entre
las colonias de los aislamientos de Trichoder-
ma sobre R. solani, con una reduccion apre-
ciable del tamafio de la colonia y un antago-
nismo menor sobre F. oxysporum. En los
ensayos de parasitismo a nivel microscopico,
se observd una gran interaccién entre algu-
nos de los aislamientos de 7. harzianum y
T. hamatum vy el patégéno R. solani mani-
festado por el enrollamiento, penetracion,
fragmentacién y lisis de las hifas del patoge-
no. Los aislamientos de 7richoderma causa-
ron un retraso en la aparicion de los sinto-
mas, una reduccion en la severidad de la

enfermedad.y un menor nimero de plantas

enfermas ocasionadas por F. oxysporum f.
sp. cucumerinum en pepino cohombro, y su
efecto fue superior en todos los casos a la
aplicaciéon del fungicida benomil. Los aisla-
mientos del antagonista aumentaron la ger-
minacion de las semillas, la emergencia y el
tamafio de las plantulas y redujeron la seve-
ridad de la enfermedad ocasionada por R.
solani en frijol.
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ANTAGONISM STUDIES OF Trichoderma
spp. WITH Fusarium oxysporum AND
Rhizoctonia solani '

Abstract. Several experiments were con-
ducted to study the antagonism of 17
isolates of T7richoderma from Colombian
soils with Fusarium oxysporum and Rhizoc-
tonia solani. In “in vitro” tests, a high-
antagonism between colonies was found
being greater the antagonism of Trichoderma
with R. solani, At the microscopic level it
was observed a great interaction between
T. harzianum and T. hamatum with R. solani
in such a way that the hyphae of the patho-
gen showed coiling, penetration, fragmenta-
tion and lysis, The Trichoderma isolates
caused reduction in the disease severity, in
the incubation period and a lower number
of diseased cucumber plants when they were
inoculated with F, oxysporum £, sp. cucume-
rinum and these effects were better than
Benomyl application. The same Trichoderma
isolates increased seed germination, emer-
gence and seedling size of bean plants
inoculated with R. solani, A reduction of
the disease severity was also found.

INTRODUCCION

El estudio de las relaciones existentes
entre los organismos del suelo han permitido
modificar algunos factores para controlar la
actividad de algunos patdgenos, que ocasio-
nan enfermedades de importancia econémica
en diversos cultivos. La introduccién de or-
ganismos al suelo que posean actividad anta-
gonista es una de las posibilidades de control
biolégico de algunos hongos patdgenos.
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Dichas actividades_ pueden comprender va-
rios mecanismos de antagonismo tales como
antibiosis, parasitismo y competencia (Baker,
1985).

Diversos investigadores han encontrado
que algunas especies de Trichoderma tienen
una gran actividad antagonista sobre patdge-
‘nos _como Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii, Pythium ultimum vy Fusarium oxys-
porum, causando una reduccion importante
de las enfermedades que ocasionan (Elad
et al, 1980; Sivan y Chet, 1985). Durante
los Gltimos afios varios investigadores y algu-
nas empresas han mostrado gran interés en
el potencial de Trichoderma en el control
bioldgico de patdgenos de suelo (Chet,
1987).

El objetivo de este trabajo fue el estudio
del antagonismo de diferentes aislamientos
del hongo Trichoderma obtenidos de algunos
suelos colombianos sobre los patdgenos
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia s_o/ani.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron en los laborato-
rios de la Facuitad de Agronomifa de la Uni-
versidad Nacional de Colombia en Bogota.
Los aislamientos de Trichoderma utilizados
se obtuvieron de varias muestras de suelo de
la Sabana de Bogota y de Rionegro (Antio-
quia), utilizando el medio selectivo para el
género Trichoderma desarrollado por Elad
et al (1981} y el medio Papa-dextrosa-agar
(PDA).

Para la identificacion taxondmica de las
especies de Trichoderma cada aislamiento
se desarrolld en cajas de Petri con el medio
de cultivo Agar-avena y se incub6 a 24°C
durante dos semanas; luego se realizaron
mediciones de 100 conidias por cada aisla-
miento y se identificaron utilizando la clave
de Rifai (1969).

Como ayuda en la identificaciéon taxond-
mica de las especies de Trichoderma, se rea-
lizaron pruebas de compatibilidad ecologica
entre cada uno de los aislamientos utilizando
cajas de Petri con el medio Agar-avena. En
el centro de la caja se colocaron dos discos
de agar de 6 mm de didmetro procedentes
de aislamientos de Trichoderma separados
3 cm cada uno del otro; las cajas se incuba-
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ron a 249C durante 3 semanas y se replica-
ron 3 veces.

Como patron de comparacion en los dife-
rentes ensayos se utilizo el aislamiento T-95
de Trichoderma harzianum, (identificado
inicialmente como 7. hamatum), el cual ha
mostrado un gran poder antagdnico contra
algunos hongos fitopatdgenos. Dicho aisla-
miento fue obtenido inicialmente por Baker
(Chet y Baker, 1981) de un suelo colombia-
no naturalmente supresivo a A. solani vy
posteriormente mediante mutacién quimica
se hizo tolerante a benomil en dosis hasta de
100 ppm.

El aislamiento T-95 de 7. harzianum vy el.
aislamiento de F. oxysporum f. sp. cucu-
merinum fueron suministrados por el doctor
Ralph Baker de Colorado State University,
Fort Collins, Colorado vy el aistamiento RS .
7-80 de R. solani provino del Programa de
Frijol del CIAT en Palmira. .

Para determinar la capacidad inhibidora
y de colonizacion de los aislamientos de
Trichoderma sobre los hongos patdgenos -
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum y
Rhizoctonia solani, se realizaron pruébas de
antagonismo ‘““in vitro’’. En cajas de Petri
con PDA se colocaron 2 discos de agar de
6 mm de didmetro, un disco procedente de
un aislamiento de Trichoderma y el otro
disco procedente de colonias de uno de los
patogenos. El diametro de las colonias de
cada uno de los hongos se registro diaria-
mente para evaluar su capacidad invasora.

Para observar el posible parasitismo entre
los aislamientos de Trichoderma y los dos
hongos patogenos, se realizaron pruebas "in
vitro’’ utilizando la técnica de microcultivos
de Riddel; sobre el portaobjeto se colocaron
dos discos estériles de PDA de 4 mm de dia-
metro y 0,5 mm de espesor a una distancia
de 10 mm entre ellos. Sobre uno de los dis-
cos se colocaron esporas de uno de los aisla-
mientos de Trichoderma y en el otro se colo-
¢ una porcion de micelio de uno de los pa-
togenos, colocando luego sobre los dos
discos un cubreobjeto estéril. Las cajas de
Petri se incubaron a 24°C y se replicaron 3
veces; posteriormente se hicieron observacio-
nes al microscopio cada ocho horas.

Para evaluar la capacidad antagénica de
los 17 aislamientos de Trichoderma y su



potenciabilidad para controlar enfermedades
de plantas, se hicieron varios ensayos utili-
zando pléntulas de pepino cohombro de la
variedad “’Straigh Eight”” inoculadas con F.

oxysporum f. sp. cucumerinum y pléntulas - -

de frijol de las variedades ““Tundama” vy
“Porrillo  Sintético” inoculadas con R.
solani.

En estos ensayos los aislamientos de Tr/-
choderma se propagaron en cajas de Petri
con PDA a 24°C durante 10 dias; luego se
prepararon suspensiones de conidias con
agua destilada estéril a una concentracién
de 1,5 millones por mililitro.

El inéculo de F. oxysporum se prepard

afadiendo trozos de micelio a erlenmeyers
de 2.000 ml que contenian 600 g de granos
enteros de avena estéril y se incubaron. a
240C durante 15 dias; luego el indculo se
secd al aire, se triturd en una licuadora y se
tamiz26 utilizando una malla de 1 mm.

El inoculo de R. solani se incrementd en
un medio compuesto por suelo, papa cortada
y agua en proporciones de 4:1:10. El medio
se coloco en erlenmeyers de 1.000 m! a la
mitad de su capacidad y se esterilizo a
121°C durante 1 hora por 3 dias cqnsecuti:
vos; luego se inocul6é con trozos de micelio

y se incubd a 24°C durante dos semanas. .

Para el ensayo con plantulas de pepino
cohombro, el hongo F. oxysporum . sp.
cucumerinum se inoculd en proporcion de
190 por peso en materos con 300 g de suelo
estéril; posteriormente se aplico al suelo una
suspension de 1,5 millones de conidias por
gramo de cada uno de los aislamientos de
Trichoderma en materos separados, para un
total de 17 tratamientos. Ademais, se aplico
otro tratamiento consistente en 60 ppm de
benomil y también la combinacion del aisla-
miento T-95 de 7. harzianum + 60 ppm de
benomil. Los materos se sembraron con 7
semillas de pepino cohombro vy se colocaron
bajo luz fluorescente continua a una tempe-
ratura de 25°C. Cada tratamiento se replicé¢
3 veces. Se realizaron observaciones diarias

durante un mes, registrando el nimero de -

plantas enfermas.

Para el ensayo con plantulas de frijol, el
patégeno R. solani se inoculd a razon de
1% por peso, simuitineamente con 1,5 mi-
llones de esporas por gramo de suelo de los

aislamientos de Trichoderma. También se
utilizaron dos tratamientos con los fungici-
das pentacloronitrobenceno (PCNB, Brassi-
col) a una concentracion de 1 ppm y beno-
mil a una concentracién de 60 ppm. Se uti-

" lizaron materos con 300 g de suelo estéril,

los cuales se incubaron después de inocula-
dos a 249Cdurante 5 dias, y posteriormente
se sembraron en cada uno 7 semillas de frijol
y se mantuvieron bajo las mismas condicio-
nes de los ensayos .anteriores. Se realizaron
observaciones diarias durante 35 dias que
durd el ensayo, registrando el numero de
plantas enfermas. ’

. RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del hongo Trichoderma, Los 17
aislamientos obtenidos se identificaron den-

" tro de las especies T. harzianum, T. hama-

tum, T. viride y T. aureoviride, de acuerdo
con el tamafio”y forma de las conidias. Los
resultados encontrados en las pruebas de
compatibilidad ecologica  confirmaron la
identificacion taxonomica realizada. Se ob-
servd incompatibilidad entre la mayor parte
de los aislamientos con formacion de zonas
de inhibicién que impedian la mezcla entre

"las. colonias, principalmente entre especies
“diferentes. ' o
_Ensayos de antagonismo “in. vitro’’. Con

estos ensayos se determino la actividad an-

_tagonica de los aislamientos de Trichoderma

y los dos patogenos. El mayor antagonismo
se observd sobre Rhizoctonia solani en don-
de todos los aislamientos del antagonista
redujeron en forma apreciable el desarrollo
del patégeno y ademds algunos de ellos es-
porularon abundantemente sobre la superfi-
cie de la colonia. El antagonismo sobre
Fusarium oxysporum fue menos marcado

"y solamente cinco aislamientos de Trichoder-

ma lograron afectar de una manera impor-
tante el desarrollo de la colonia del patdge-
no; solo dos de estos antagonistas esporula-
ron sobre la superficie de la colonia. El
aislamiento T-95 de 7. harzianum fue uno

"de los que ocasionaron un menor antagonis-

mo sobre ambos patdgenos. Esta variacion
antagonica coincide con lo observado por
Bell et a/ {1982), quienes encontraron una
gran variabilidad seg(n el aislamiento utiliza-
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do. El antagonismo "in vitro” presentado
por los aislamientos de Trichoderma se debe
en parte a la mayor tasa de crecimiento y a
la mayor capacidad de colonizacion del sus-
trato, en comparacion con los dos patogenos
utilizados.

Ensayos de parasitismo “in vitro”. En las
pruebas de parasitismo “in vitro'’ se observd
una gran interaccion entre algunos aislamien-
tos de Trichoderma y Rhizoctonia solani.
Once de los 17 aislamientos desarrollaron un
parasitismo expresado en diversos grados de
enrollamiento de las hifas de! patogeno por
fas hifas del antagonista; también se observo
fragmentacién vy lisis de las hifas, una clara
penetracion de las hifas del patogeno y for-
macion de diverticulos laterales. Esta gran

actividad parasitica de Trichoderma sobre
R. solani coincide con lo observado por

Hadar et a/ (1978) y Chet et a/ (1981). Los
aislamientos de T. viride y T. aureoviride no
presentaron ninguna actividad parasitica
contra R. solani.

En las pruebas realizadas entre los aisla-
mientos de Trichoderma y Fusarium oxys-
porum no se observé ninguna actividad para-
sitica importante entre los dos organismos,
apreciandose apenas una ligera vacuolacidon
en algunas célutas del micelio del patdgeno.
" Ensayos de antagonismo en plantas de pepi-
no cohombro y de frijol. Los aislamientos
de Trichoderma ocasionaron un retardo en
la aparicion de los sintomas de ia enferme-
dad ocasionada por F. oxysporum f. sp. cu-
cumerinum en plantulas de pepino cohom-
bro; también se observé una disminucion de
la severidad de la enfermedad y un menor
numero de plantulas enfermas en compara-
cién con el Testigo inoculado Gnicamente
con el patdégeno {Cuadro 1). Esto coincide
con lo observado por Borda y Arbeldez
(1985).

Aungue los resultados de las pruebas de
parasitismo “‘in vitro’’ no mostraron ninguna
actividad antagonica sobre el patdgeno, en
este ensayo fue evidente observar diversos
grados de proteccion de las plantulas de pe-
pino cohombro por los distintos aislamientos

de Trichoderma al ataque del patogeno. Esto -

muestra la poca utilidad de los ensayos de
parasitismo “in vitro” cuando se comparan
con los ensayos usando plantas vivas.
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Cuadro 1. Indice de infeccién en plantulas
de pepino cohombro inoculadas con F.
oxysporum f. sp. cucumerinum, y tratadas
con diferentes aislamientos de Trichoderma
y con el fungicida benomil.

Tritamiento Aislamiento Indice de infeccibn®

T. harzianum T13 148a
T. harzianum T17 1,76 a
T. harzianum T3 186a
T. harzianum T8 189a
T. harzianum T14 2,07 a
T. hamatum T16 213a
T. harzianum T15 2,20 a
T. hamatum T12 251a
T. viride T10 2,66b
T. harzianum T2 2,71b
T. aureoviride T5 2,74b
T. harzianum T4 285b
T. harzianum T7 294b
T. aureoviride T6 297b
T. harzianum+

benomil T95 307b
T. harzianum T9 3,23b
T. harzianum T1 374c
T. harzianum T95 391 ¢
Benomii 422 ¢
Testigo 4,38 c

* Los promedios con letras iguales no son signifi-
cativamente diferentes de acuerdo con la Prueba
de Rango Multiple de Duncan (P = 0,05). Cada
cifra corresponde al promedio de 3 replicaciones,

Los aislamientos T13, T15 y T17 de T.
harzianum, el aislamiento T-16 de 7. hama-
tum y el aislamiento T-10 de 7. viride que
presentaron los valores mas altos de inhibi-
cion “in vitro” sobre la colonia de F. oxys-
porum, también dieron un buen control de
la enfermedad en plantulas de pepino co-
hombro.

La aplicacion de benomil solo, o en forma
conjunta con el aislamiento T-95 de 7. har-
Zianum, el cual es tolerante al fungicida, no
ocasioné una reduccion apreciable de la en-
fermedad. Todos los aislamientos de Tricho-
derma inoculados redujeron el nivel de la
enfermedad y fueron mejores que la aplica-
cion de benomil al suelo {Cuadro 1).

En el ensayo donde se inoculd R. solani
al suelo y se plantaron semillas de frijol de
la variedad ““Tundama’’, los aislamientos de
Trichoderma aumentaron la germinacion de



las semillas y la emergencia de piantulas, en
comparacién con el Testigo que presentd los
valores més altos de afeccion; igualmente
ocasionaron una disminucién en la severidad
de la enfermedad y se obtuvo un mayor ta-
mafio de las plantulas.

En el ensayo con la variedad de frijol
“Porrillo Sintético” los aislamientos de Tri-
choderma redujeron igualmente el efecto de
R. solani en el suelo con una mayor germina-
cién de las semillas y emergencia de plantu-
las en comparacion con el Testigo, y ademas
se produjo un menor desarrolio de la enfer-
medad (Cuadro 2).

El fungicida PCNB redujo la enfermedad
en comparacion con el Testigo. Sin embargo,
tres aislamientos de 7. harzianum y dos ais-
lamientos de 7. hamatum fueron mas efecti-
vos que el fungicida en la reduccion de la
enfermedad (Cuadro 2).

Todos los aislamientos de Trichoderma
utilizados aumentaron el tamano de las plén-
tulas de frijol en comparacién con el Testigo
inoculado con R. so/ani, con el Testigo sin
inocular y con el tratamiento con el fungici-
da PCNB. Sin embargo, algunos aisiamientos

del antagonista lo hicieron en mayor grado,
como fueron los aislamientos T13, T1 y T4
de T. harzianum (Cuadro 2). Esto coincide
con lo observado por otros investigadores
como Baker (1988) y Chang et a/ {(1986) en
plantas de crisantemo, petunia, rabano y
berenjena. Este hecho parece deberse a un
menor dafio en las raices de las plantas por
el patogeno y a la produccidon de sustancias
reguladoras de crecimiento por parte del
antagonista.

Los aislamientos T13 y T17 de T. harzia-
num fueron los aislamientos mas efectivos
como antagonistas en la reduccion de las en-
fermedades ocasionadas por F. oxysporum
f. sp. cucumerinum en pepino cohombro y
R. solani en frijol. Estos aislamientos debe-
rian evaluarse en otros ensayos, principal-
mente bajo condiciones de campo para de-
terminar su verdadero valor como antago-
nistas.
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