Evaluacion de aislamientos de Trichoderma spp. contra Rhizoctonia
solani y Sclerotium rolfsii bajo condiciones in vitro y de invernadero

Evaluation of Trichoderma spp. isolates against Rhizoctonia solani and
Sclerotium rolfsii under in vitro and greenhouse conditions
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Se evaluo la eficacia bioldgica de ocho aislamientos de Tricho-
derma spp. provenientes de suelos de Colombia para el control
de los agentes causales de volcamiento, Sclerotium rolfsii y
Rhizoctonia solani, bajo condiciones in vitro y de invernadero.
Los analisis in vitro mostraron la capacidad antagénica de todos
los aislamientos evaluados. En condiciones de invernadero,
cuatro aislamientos fueron altamente eficaces contra S. rolfsii
en plantas de frijol en semillero (>90% de reduccién de la en-
fermedad) y dos aislamientos fueron eficaces contra R. solani
en plantas de algodon en semillero (58 y 61% de reduccion de
la enfermedad). El analisis UP-PCR y DS-PCR permitio deter-
minar tres grupos de aislamientos; dentro de estas asociaciones
formadas no se encontré ninguna relacion evidente entre la
posicion en el dendrograma y la actividad antagénica, pero
si permitid separar las especies de Trichoderma por grupos, e
incluso encontrar diferencias dentro de aislamientos de una
misma especie. Los resultados muestran que el comporta-
miento micoparasitico de los aislamientos de Trichoderma spp.
varfa segun el hongo fitopatdgeno, evidenciando una amplia
especificidad del antagonista por su sustrato, es decir por el
hongo atacado; por lo tanto es necesario realizar cuidadosas
selecciones del aislamiento de Trichoderma que se utilice en
programas de control de fitopatogenos.
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ABSTRACT

The biological effectiveness of eight isolates of Trichoderma
spp. coming from Colombian soils was evaluated under in vitro
and greenhouse conditions for the controlled causal agents of
damping-off, Sclerotium rolfsii and Rhizoctonia solani. In vitro
analysis showed the antagonistic capacity of all evaluated iso-
lates. Under greenhouse conditions, four isolates were highly
effective against S. rolfsii in bean nursery plants (>90% of dis-
ease reduction) and two isolates were effective against R. solani
in cotton nursery plants (58 and 61% of disease reduction). The
analysis UP-PCR and DS-PCR permitted the determination
of three groups of isolates. Within these associations no clear
link between the position in the dendrogram and antagonis-
tic activity was found, but it allowed separation of species of
Trichoderma by groups and even within isolates of the same
species. The results indicate that the mycoparasitic capacity of
Trichoderma spp. varies according to the phytopathogen fungi,
showing a broad specificity of the antagonist for its substrate
thatis attacked by the fungus. Therefore it is necessary to make
careful selections of the isolates of Trichoderma to be used in
pathogens control programs.

Key words: biological effectiveness, biological control, phy-
topathogen fungi, UP-PCR, DS-PCR.

Introduccion

Los fitopatogenos Rhizoctonia solani Kithn y Sclerotioum
rolfsii Sacc. causan enfermedades en los tallos y las raices
de una gran variedad de cultivos y son responsables del
volcamiento de plantulas de semillero y pudriciones en
etapas de pre y posemergencia (Adams, 1990; Goldman
et al., 1994). Estas dos especies de fitopatégenos ocupan

nichos ecoldgicos similares y su rango de hospederos es
semejante; sus estructuras de resistencia estan constituidas
por esclerocios que pueden permanecer viables en el suelo
hasta 10 afios y pueden escapar con facilidad de la accién de
los fungicidas de origen sintético (Adams, 1990). El control
con fungicidas de origen sintético se hace dificil debido a
que se han de atacar los esclerocios remanentes en el suelo
y se debe mantener la accién toxica en el tiempo.
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Por esta razon, las dos especies de hongos fitopatdgenos
son un buen objetivo para seleccionar un agente de control
bioldgico que pueda reducir los nuevos propagulos gene-
rados por los fitopatdgenos y ademas que se multiplique y
colonice el suelo donde se hallan las estructuras infectivas
de los patdgenos; estas caracteristicas las ofrecen hongos
antagonistas como Trichoderma spp. (Mathivanan et al.,
2000). Tanto R. solani como S. rolfsii son susceptibles al
ataque de algunos aislamientos de Trichoderma spp. Se ha
encontrado actividad micoparasitica contra Rhizoctonia
spp. en aislamientos de T. hamatum, T. harzianum, T.
longibrachiatum, T. koningii, T. pseudokoningii, T. viride,
T. virens y Trichoderma sp. (Howell et al., 2000; Jakhar et
al., 1998; Jeftries y Young, 1994; Lewis et al., 1996). Tam-
bién Sclerotium spp. es parasitado por aislamientos de T.
longibrachiatum, T. viride, T. hamatum y T. harzianum
(Inbar et al., 1996; Lewis y Fravel, 1996), y algunas de
estas cepas presentan actividad antagdénica sobre ambos
fitopatdgenos. En condiciones controladas y de campo se
ha demostrado la eficacia de Trichoderma para controlar
enfermedades causadas por R. solani en plantas de algoddn,
lechuga, berenjena, ocra y girasol, logrando reducciones
significativas del patdgeno en estos cultivos (Chun y Choi,
1990; Mathivanan et al., 2000).

La selectividad de aislamientos particulares de Tricho-
derma sobre los fitopatdgenos se debe a factores de reco-
nocimiento que determinan en forma inicial la accién de
antagonismo de un hongo sobre otro y que, posteriormente,
desencadenan respuestas tipicas de micoparasitismo, como
produccién de enzimas liticas. En estudios respecto al
mecanismo de accién de Trichoderma sobre Rhizoctonia
spp. v Sclerotium spp. se ha encontrado que la interaccion
inicial entre antagonista y fitopatégeno obedece a la ac-
cién de lectinas durante el proceso de reconocimiento y
posteriormente se inicia la liberacion al medio de diversas
enzimas con actividad quitinolitica, glucanolitica, celulo-
litica y proteolitica (Carsolio et al., 1999; El-Katatny et al.,
2001; Inbar et al., 1996) que tienen como finalidad degradar
las estructuras del hongo fitopatdgeno y después nutrirse
de los productos resultantes de la actividad enzimdtica
(Goldman et al., 1994). También se ha demostrado que en
lainteraccion Trichoderma-planta-patdgeno hay mediacion
directa del antagonista sobre la planta para que el patégeno
no la ataque; una revision reciente del fendmeno la realizo
Howell (2006), y en ella se exponen algunos mecanismos
mediante los cuales la planta de algodén puede escapar del
ataque de patdgenos; Trichoderma modula o estimula algu-
nas respuestas en la planta. T. virens elicita la produccion
de terpenoides sobre la planta de algodén, haciendo que
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esta se proteja contra la infeccion por R. solani (Hanson y
Howell, 2004).

Con el fin de conocer qué rango de especies o tipos de
aislamientos de Trichoderma son antagonicos sobre un
organismo en particular y garantizar la calidad en poste-
riores formulaciones es necesario llevar a cabo pruebas para
la identificacion del hongo de interés. Con tal finalidad se
han utilizado marcadores multisitio que ofrecen informa-
cion de la especie y permiten hacer un monitoreo a nivel
infragenérico (o infraespecifico); tales marcadores incluyen
DS-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa, PCR, de
doble estringencia) (Lubeck et al., 1999) y UP-PCR (PCR
con iniciadores universales) (Matioli y Brito, 1995). Estos
ultimos se han utilizado en la identificaciéon de cepas de
Trichoderma con alta actividad micoparasitica. Tanto los
marcadores UP-PCR como los DS-PCR son similares a los
RAPD (amplificacion al azar de fragmentos polimoérficos)
ya que sin previo conocimiento de la secuencia a amplificar
se generan multiples bandas. No obstante, la UP-PCR y la
DS-PCR utilizan temperaturas de alineamiento relativa-
mente altas (>53 °C), caracteristicas que les confieren alta
reproducibilidad en los patrones de bandas generados.

Con estos antecedentes se planted como objetivo de este
estudio evaluar la capacidad de ocho aislamientos de Tri-
choderma spp., de Colombia, para reducir las enfermedades
causadas por R. solaniy S. rolfsii en condiciones de labora-
torio y de invernadero y utilizar marcadores moleculares
UP-PCR y DS-PCR como criterio para la identificacion
de las especies de los aislamientos de Trichoderma y para
un posible establecimiento de relaciones entre la actividad
micoparasitica de Trichoderma sobre los fitopatdgenos
empleados en el presente estudio.

Materiales y métodos

Material bioldgico

Se estudiaron 7 aislamientos de Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg (T-21, T-25, T-26, T-71,
T-86, T-109 y T-110) y 1 de Trichoderma longibrachiatum
Rifai (T-29), para un total de 8 aislamientos, procedentes
de la coleccion de microorganismos de la Unidad de Bio-
tecnologia y Control Biologico de la Corporaciéon para
Investigaciones Biologicas (CIB), obtenidos en suelos de la
sabana Cundiboyacense e identificados mediante caracteres
moleculares, morfoldgicos y metabdlicos (Hoyos-Carvajal
et al., 2009). Para el andlisis molecular, ademads de los ais-
lamientos de Trichoderma se incluyeron una cepa de Glio-
cladium spp. G-56 y una de Fusarium spp. Los aislamientos
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de patdgenos de algodén y frijol para los estudios in vitro
se colectaron en Colombia y se identificaron mediante
caracteres morfologicos (Barnett, 1960). El experimento
de invernadero se ejecutd en la Facultad de Agricultura de
la Universidad Hebrea de Jerusalén. Todos los hongos se
mantuvieron en PDA y se subcultivaron segun lo requerido
a25°C.

Analisis de antagonismo in vitro

Los aislamientos de Trichoderma spp. se evaluaron contra
Rhizoctonia solani Kithn y Sclerotioum rolfsii Sacc. y se
determind su capacidad antagoénica de acuerdo con el
sistema de rangos descrito por Royse y Ries (1978). Para
tal fin, en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con PDA se
colocaron discos de 4 mm de didmetro del antagonista y
del fitopatdgeno a una distancia de 3 cm; la distancia de los
microorganismos con respecto al borde de la caja de Petri
fue de 3 cm. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado y
se mantuvo a 20 °C en fotoperiodo 12:12 (luz:oscuridad)
durante 4 dias. El grado de antagonismo se evaluo segin
una escala en proporciones crecientes, donde un valor de
1 representa un cubrimiento del 100% de Trichoderma
sobre el fitopatégeno y 5 la ausencia de desarrollo del
antagonista y crecimiento de un 100% del fitopatogeno.
Un aislamiento de Trichoderma se consider6 antagonista
contra el patdgeno si el promedio de los grados para una
comparacion determinada (3 cajas de Petri) era < 2, y no
antagonista si el promedio era > 3. A los aislamientos con
un grado entre 2 y 3 no se les asigné clasificacion (Roise y
Ries, 1978). El analisis estadistico de los experimentos in
vitro se realizo mediante la prueba de Kruskall-Wallis, con
el programa Statistica versién 5.1 - 1998 (StatSoft, Inc.) y
la separacion de grupos estadisticamente homogéneos se
llevé a cabo por medio de la prueba de grafico de cajas y
bigotes (box and wisker plots).

Experimentos en invernadero

Los experimentos se realizaron en semilleros de algodén
(Gossypium barbardense L.) y de frijol (Phaseolus vulgaris
L.) con potes de 0,5 kg de tierra (arcillo-arenosa, pH 7,4).
Se inocularon simultdneamente en los potes las conidias
de Trichoderma (1 x 10° conidias/g de tierra) y los hongos
patdgenos. R. solani (2 g micelio/kg de tierra) para inducir
sintomas de mal del tallo en algodén y S. rolfsii (80 mg mi-
celio/kg de tierra) para inducir sintomas de moho blanco
en el frijol. Se dejo un tratamiento denominado control
absoluto en el cual no se inocularon hongos, y otro deno-
minado testigo enfermo el cual fue inoculado solamente
con el fitopatdgeno. Las condiciones de crecimiento de
las plantas se controlaron en un invernadero a 25-27 °C
de temperatura y a 70-80% de humedad relativa. Cada
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experimento constaba de 10 réplicas y se realizd en tres
épocas diferentes.

Los sintomas de la enfermedad se registraron 7 dias
después del tratamiento. La incidencia se definié6 como
porcentaje de plantas enfermas y la reduccion de la en-
fermedad se determiné como 100*(X-Y/X), donde X es
el nimero de plantas enfermas en el testigo enfermo y Y
las plantas enfermas en cada tratamiento. Para el andlisis
estadistico de los experimentos de invernadero se realizo
un Anova y comparaciones de Tukey, en un disefo total-
mente al azar con el programa Statistica version 5.1 - 1998
(StatSoft, Inc.).

Extraccion de ADN

Se efectud de acuerdo con el método modificado descrito
por Castle et al. (1998). Los aislamientos de los hongos se
cultivaron en medio liquido (extracto de levadura 2,5%,
glucosa 2,5%, NaNO,0,2%) durante ocho diasa 28 °Cy 125
rpm. Posteriormente se recuper6 el micelio por filtracion
y se liofilizd. Un gramo del micelio liofilizado se maceré
en nitrégeno liquido, se le agregaron 7,5 mL de buffer de
extraccion (50 mM Tris-HCI pH 7,2; 50 mM EDTA; 3%
SDS; 1 M NaCl; 1% Mercaptoetanol) y se incubd a 60 °C
por una hora, mezclando cada 10 min. Después se adi-
ciond un volumen de cloroformo:isoamil alcohol (24:1)
y se mezcld por inversion hasta formar una emulsion.
Luego se centrifugé a 4 °C, 6.000 g por 15 min y se paso
el sobrenadante a un tubo nuevo. El tratamiento con
cloroformo:isoamil alcohol se realizé dos veces mas. Pos-
teriormente se afladieron 0,54 volimenes de Isopropanol,
se centrifugd a 4°C, 3.500 g por 5 min, el pellet se seco al
vacio y se resuspendio en 300 pL de buffer Tris EDTA. A
continuacion se realiz6 una digestion con ARNasa A en
concentracion final de 10 pg'mL™" y se incubé a 37 °C por
30 min. Después se adiciono acetato de sodio pH 5,2 a
una concentracion final de 0,3 M y 2 volumenes de etanol
absoluto y luego se centrifugé a 4 °C, 3.000 g durante 10
min. El sobrenadante se descartd y el precipitado se lavo
con 500 pL de etanol al 70% y se volvid a centrifugar a
4 °C, 3.000 g por 10 min. Posteriormente el precipitado
se seco al vacio y se resuspendio6 en 300 uL de buffer Tris
EDTA. Por ultimo las muestras se centrifugaron a 4 °C,
1.350 g durante 10 min y se transfirié el sobrenadante
a nuevos tubos. La integridad de ADN se determiné
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% teiido
con bromuro de etidio y se midi6 la concentracion por
densitometria usando el software Quantive One 4.0.3
(Biorad), comparando la intensidad de las bandas de in-
terés con el marcador de peso molecular low DNA mass
ladder (Gibco BRL).
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DS-PCR

Se usaron los primers para microsatélites A137 (5
GGCTCGAAGTGGACTAGCAC 3’) y B175 (5TATA
CCTTTCGTTCGGCCTG 3’) ylos primers RAPD OPMO02
(5-ACAACGCCTC-3’), OPMO7 (5-CCGTGACTCA-3’)
y OPM-08 (5-TCTGTTCCCC-3’); en las combinaciones,
A137-OPMO02, B175-OPMO08 y 58A-OPMO7. La reaccién
de amplificacion contenia buffer PCR 1X, MgCl, 3 mM,
dNTPs 0,2 mM, primer microsatélite 0,8 uM, primer RAPD
1,6 uM, Taq polimerasa 1 U (Gibco BRL), 25 ng de ADN y
agua destilada estéril hasta completar un volumen de 25
uL. El programa de amplificacion se realiz6 en dos fases: la
primera consistio en 15 ciclos de 94 °C por 20 s 53 °C por
1 min y 72 °C por 20 s. En la segunda fase se realizaron 25
ciclos de 94 °C por 30 s, 35 °C por 30 s y 72 °C por 1 min.
El programa de amplificaciéon incluy6 una denaturacion
inicial de 94 °C por 2 min y una elongacién final de 72 °C
por 1 min (Matioli y Brito, 1995).

UP-PCR

La técnica UP-PCR contempla el uso de un tnico primer
de aproximadamente 16-21 nucledtidos en longitud y un
maximo de 30 ciclos en cada reaccion de amplificacion. En
este trabajo se utilizaron los primers L-45 5-GTAAAAC-
GACGGCCCAGT-3’y L-15/AS19 5-GAGGGTGGCGGC-
TAG-3" (Lubeck et al., 1999). Las concentraciones de los
reactivos fueron las mismas utilizadas para DS-PCR; el
programa de amplificacion incluy6 una denaturacién ini-
cial a 94 °C por 2,5 min, seguida por 30 ciclos de 92 °C por
50's, 53 °C por 90 s y 72 °C por 30 s, finalizando con una
fase de extension de 72 °C por 3 min.

Analisis

Todaslas reacciones de amplificacion se realizaron al menos
dos veces y la separacion de los productos amplificados por
DS-PCR y UP-PCR se efectud en geles de poliacrilamida
al 12% y se revelaron con AgNO; (Sambrook et al., 1989).

Los resultados obtenidos con los marcadores moleculares
se analizaron con el algoritmo de grupos de medias aritmé-
ticas (Upgma) y el coeficiente de similitud de Jackard que
permitio la construccion de un dendrograma construido
con el software Statistica (StatSoft, Inc.), version 5.1, que
muestra las relaciones entre los aislamientos analizados.

Resultados y discusion

Antagonismo in vitro y en invernadero de

Trichoderma sobre S. rolfsii y R. solani

Los aislamientos de Trichoderma spp. evaluados contra
S. rolfsii mostraron 100% de actividad antagénica. De
acuerdo con resultados preliminares de los ensayos de
antagonismo in vitro, sobre el aislamiento evaluado de R.
solani es necesario el establecimiento inicial de Trichoder-
ma spp. en las cajas de Petri de 12 a 24 h antes, ya que el
crecimiento del antagonista es menor en comparacion con
el del fitopatogeno durante los 3 a 5 dias iniciales, pero al
cabo del noveno dia Trichoderma spp. logra establecerse
sobre R. solaniy parasitar totalmente su micelio. Todos los
aislamientos, excepto T-71 (T. asperellum), mostraron un
100% de actividad antagonica para R. solani (tabla 1). De
acuerdo con los resultados de los ensayos de antagonismo
in vitro, todos los aislamientos utilizados en este estudio
poseen actividad antagonica sobre los aislamientos emplea-
dos de S. rolfsiiy R. solani; no obstante, en pruebas in vitro
con este ultimo, tal como se menciond anteriormente, es
necesario el establecimiento inicial de los aislamientos de
Trichoderma en las cajas de Petri.

En condiciones de invernadero los aislamientos T. aspere-
llum T-21 y T-71 fueron efectivos controlando la infecciéon
causada por S. rolfsii. En tratamientos con estos antago-
nistas la enfermedad tuvo una incidencia entre 3,3 y 3,7%
en semilleros de plantas de frijol, logrando una reduccion
superior al 90% (tabla 2). T-86, T-109 y T-110 (T. asperellum)

TABLA 1. Grado de micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani bajo condicio-

nes in vitro.

Grado de micoparasitismo

Aislamiento Especie — -

S. rolfsii R. solani
T-25 T. asperellum 1,00a 1,00a
T-26 T asperellum 1,002 1,002
T-29 T longibrachiatum 1,00a 1,00a
T-109 T. asperellum 1,002 1,002
T-110 T. asperellum 1,00a 1,00a
T-21 T. asperellum 1,00a 1,00a
T-86 T. asperellum 1,33a 1,33a
T-71 T. asperellum 2,33b 1,002

Los valores promedio de cada tratamiento seguidos de la misma letra son grupos estadisticamente homogéneos (prueba de Cajas y Bigotes).
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TABLA 2. Control Sclerotium rolfsii en plantas de frijol por siete aislamientos de Trichoderma spp. en condiciones de

invernadero.
Tratamiento Especie Porcentaje de incidencia Porcentaje de reduccion de la enfermedad

T-21 T. asperellum 3,70a 91,934
T-26 T. asperellum 50,00 ¢ 9,65 be
T-1 T. asperellum 3,332 9210a
T-86 T. asperellum 3,332 58,77 abc
T-109 T. asperellum 10,74 ab 74,56 ab
T-110 T. asperellum 22,22 abc 47,37 abc
T-29 T longibrachiatum 14,44 ab 65,79 abc

Testigo relativo 4222 be 0,00¢

Testigo absoluto 0,00a 100,00 a

Tratamientos con la misma letra indican grupos homogéneos (Tukey a=0,05).

TABLA 3. Control de ocho aislamientos de Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia solani en semillas de algodon en
condiciones de invernadero.

Aislamiento Especie Porcentaje de incidencia Porcentaje de reduccion de la enfermedad
T-21 T. asperellum 38,68 be 35,41 bed
T-25 T. asperellum 31,64 abc 40,51 bed
T-26 T. asperellum 20,20 ab 59,86 b
T-71 T. asperellum 28,29 abc 43,79 bed
T-86 T asperellum 41,11 be 42,99 bed
T-109 T asperellum 21,10 ab 58,08 be
T-110 T. asperellum 44,49 be 14,99 cd
T-29 T. longibrachiatum 38,73 bc 29,03 bed

T. absoluto 0,00a 100,00 a

T. enfermedad 50,34 ¢ 8,61d

Tratamientos con la misma letra indican grupos homogéneos (Tukey a.=0,05).

y T-29 (T. longibrachiatum) presentaron una actividad
antagénica media en condiciones de invernadero, con por-
centajes de reduccion de la enfermedad entre 47 y 74%. El
aislamiento T-26 de T. asperellum no mostré actividad con-
troladora y presento valores de incidencia de la enfermedad
similares a los de las plantas inoculadas con el fitopatdgeno
(Gnicamente 50%). La disminucion de la incidencia de la
enfermedad causada por R. solani observada en semilleros
de plantas de algodén fue menor que en el caso anterior
(tabla 3). Los aislamientos T-26 y T-109 de T. asperellum
presentaron una reduccion de la enfermedad cercana a
un 60% con respecto a las plantas inoculadas inicamente
con R. solani en las cuales la incidencia del “mal de tallo”
fue de un 50%. Tratamientos de T. asperellum T-21, T-25,
T-71 y T-86 y T. longibrachiatum T-29 presentan valores
intermedios de control de la enfermedad con porcentajes
de reduccion de incidencia entre 29 y 43%. La actividad mas
baja en control de R. solani se presentd en el tratamiento con
el aislamiento T-110 de T. asperellum, con 15% en reduccion
de la enfermedad.

Usualmente se infiere que la actividad antagénica in vitro de
los aislamientos de Trichoderma constituye un indicativo
inicial de su promisoria actividad bioldgica contra hongos
fitopatdgenos. Regularmente se seleccionan los mejores y
luego se lleva a ensayos de invernadero y posteriormente
a campo, donde se descarta un considerable numero de
aislamientos como agentes de regulacion bioldgica de hon-
gos fitopatogenos por la inconsistencia de actividad entre
el medio in vitro y en invernadero (Carsolio et al., 1999;
Howell, 1998). En el presente trabajo algunos aislamientos
eficientes en las pruebas in vitro mostraron una disminu-
cién o incluso ausencia en su actividad micoparasitica en
invernadero y viceversa, es decir no existe un indicativo
claro de actividad entre los ensayos de laboratorio y los
realizados in vivo, en contraste con investigaciones simi-
lares de Durman et al. (1999) quienes encontraron una
buena correlacion entre los métodos in vitro y los ensayos
en invernadero. Lo anterior puede explicarse por las di-
ferencias en las condiciones ambientales y nutricionales
que se presentan en los ensayos in vitro y en ensayos en
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los cuales se utiliza suelo como sustrato o se exponen los
hongos a condiciones medioambientales “no artificiales”,
ya que en tales casos varfan sustancialmente elementos
como complejos de aire, disponibilidad de nutrientes y
minerales, pH, distribucién de agua, temperatura y luz
(Carlile y Watkinson, 1996). El efecto de estos elementos
esenciales logra incidir en la capacidad antagénica de los
aislamientos, pudiendo existir pequenas diferencias en los
micrositios del sustrato que determinen la accién antagd-
nica de Trichoderma spp.,lo cual no ocurre en una caja de
Petri donde las condiciones son homogéneas. Lo anterior
es confirmado por Askew y Laing (1994) quienes sostienen
que el microclima en suelo en viveros se caracteriza por alto
contenido de humedad y variaciones de la temperatura; ta-
les cambios pueden alterar el estado fisioldgico del hongo y
este a su vez la capacidad micoparasitica de Trichoderma, la
cual es una respuesta a la necesidad de fuentes de nutricion
(Vasseur et al., 1995), como lo demuestran los estudios de
expresion de las enzimas de los genes ech42 y prbl impli-
cados en micoparasitismo, sugiriendo que ambos genes
parecen ser regulados por la disponibilidad de nutrientes
y por el estado fisioldgico del hongo antagonista (Carsolio
et al., 1999). Adicionalmente, en las pruebas in vitro no se
tiene en cuenta la interaccion con la planta, la cual es de-
terminante para el funcionamiento del antagonista como
tal (Howell et al., 2000).

Un andlisis comparativo del control de S. rolfsii y R. sola-
ni muestra que no todos los aislamientos de una misma
especie de Trichoderma actian de la misma manera e
intensidad contra ambos patdgenos; por el contrario, su
actividad es altamente especifica. Este es el caso de T-109
(T. asperellum) el cual tiene niveles intermedios en la
reduccion de la enfermedad causada por S. rolfsii, pero
en el control de R. solani es uno de los mas eficaces. T-26
(T. asperellum) no controla S. rolfsii, incluso se alcanza a
observar niveles de incidencia de la enfermedad similares
al control sin tratamiento con antagonistas, pero para el
caso de control de R. solani posee altos niveles de reduc-
cién de la enfermedad. Una razén de estos fenomenos de
especificidad pueden ser las interacciones bioquimicas
entre hongos. En estudios de Elad et al., (1983) acerca de
este fendmeno, se aislo unalectina de las hifas y del filtrado
del cultivo en medio liquido de R. solani, a su vez las pare-
des de la célula de Trichoderma spp. contienen galactosa,
que previene la aglutinacion de esta lectina (Goldman et
al., 1994). De ambos estudios se concluye que la lectina
presente en las hifas de R. solani se une a los residuos de
galactosa en las paredes de la célula de Trichoderma spp.y
da inicio a la accién micoparasitica sobre el fitopatdgeno.
Los extractos y filtrados de cultivos de S. rolfsii también
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exhibieron actividad aglutinante (Barak et al., 1985); sin
embargo, la especificidad del azicar, la actividad de agluti-
nacion y la estabilidad de la aglutinina son absolutamente
diferentes de la de R. solani.

De igual forma los resultados obtenidos en este estudio
ponen de manifiesto la especificidad micoparasitica sobre
fitopatdgenos que existe entre aislamientos de una misma
especie de Trichoderma y advierten respecto a la necesidad
de realizar busqueday estudio de aislamientos con alta acti-
vidad antagoénica sobre diversos patdgenos, sin generalizar
o extrapolar su eficacia a un amplio rango de hongos.

Andlisis UP-PCR y DS-PCR

Los datos obtenidos por los analisis de los marcadores mole-
culares (figura 1) permitieron una separacion intergenérica,
estableciéndose tres grupos (figura 2): uno donde se ubican
los aislamientos de T. asperellum y T. longibrachiatum, un
segundo grupo de T. asperellum —y el mas cercano a este
género- fue el conformado por el aislamiento G-56 de
Gliocladium sp. y un tercero constituido por el aislamiento
de Fusarium sp. Dentro de los aislamientos de Trichoderma,
los marcadores empleados originaron dos subgrupos, uno
compuesto por aislamientos de la especie T. asperellum y
otro constituido por el aislamiento de T. longibrachiatum
T-29, el cual presento en todas las reacciones de amplifi-
cacion un patréon de bandas diferentes al resto de ejem-
plares utilizados en el ensayo. Adicionalmente, dentro
de los ejemplares analizados de la especie T. asperellum,
los marcadores detectaron diferencias, estableciendo tres
subgrupos en interior de este taxa no correlacionados con
actividad bioldgica antagonista pero si con diferencias
biogeograficas y metabolicas (Hoyos et al., 2009).

Los marcadores moleculares empleados, UP-PCR y DS-
PCR, indican que T. longibrachiatum T-29 mostr6 ser el
mads divergente de los aislamientos (16% de similitud)
con respecto a los demas aislamientos de la especie T.
asperellum que comparten un 55% de similitud (figura 2),
pero incluso se demuestra que dentro de los ejemplares
de T. asperellum existen diferencias. Sin embargo, no
se encontrd correlacion entre la actividad antagonista
y las agrupaciones establecidas en los dendrogramas,
lo cual puede deberse a que muchos genes contribuyen
al micoparasitismo, y diferentes especies pueden tener
involucradas diversas rutas metabdlicas o estrategias
bioldgicas para desarrollar su potencial como agentes de
control bioldgico efectivos, por lo tanto es usual que los
analisis filogenéticos no generen grupos consistentes con
agrupaciones generadas por caracteristicas de micopara-
sitismo (Hoyos et al., 2009).
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FIGURA 1. Perfiles de bandas de aislamientos de Trichoderma spp. ob-
tenidas por PCR de doble estringencia (UP-PCR). 1. Marcador de peso
molecular, Low DNA mass ladder (Gibco), 2. T-21, 3. T-25, 4. T-26, 5.
T-29, 6. T-71, 7. 786, 8. T-109, 9. T-110, 10. G-56, 11. Fusarium spp.,
12. Blanco.
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FIGURA 2. Dendrograma que ilustra las relaciones genéticas entre ocho
aislamientos de Trichoderma spp. obtenido por PCR de doble estringen-
cia (UP-PCR) y PCR con iniciadores universales (DS-PCR) analizado
por el método de grupos de medias aritméticas (Upgma).

Conclusiones

En las pruebas in vitro los aislamientos de Trichoderma
spp. evaluados contra S. rolfsii mostraron 100% de activi-
dad antagénica, y para R. solani, todos los aislamientos,
excepto T-71 (T. asperellum). No obstante las pruebas in
vitro, usualmente empleadas como método de seleccion
preliminar de agentes de control bioldgico, en las condi-
ciones experimentales de este trabajo no fueron un buen
indicativo de la actividad antagdénica en suelo; un ejemplo

de ello lo constituye el aislamiento T. asperellum T-71 que
muestra un comportamiento deficiente en pruebas de labo-
ratorio contra S. rolfsii, pero en condiciones de invernadero
controla la enfermedad totalmente. Caso contrario sucede
con algunos otros aislamientos de esta especie, como T-26,
T-86 y T-110, eficientes en condiciones de laboratorio pero
no en invernadero.

En este trabajo se evidencia una alta especificidad de los
aislamientos de Trichoderma por su sustrato (hongo fito-
patdgeno); se demuestra a lo largo de los experimentos que
este hongo antagonista es altamente selectivo en su ataque,
difiriendo inclusive en su efectividad biocontroladora de
aislamientos de una misma especie, para el caso T. aspere-
llum T-71 especifico para S. rolfsii, pero no para R. solani,
y T. asperellum T-109 muy efectivo contra R. solani. Por
lo anterior se puede concluir que no es posible extrapolar
actividad antagonica de aislamientos de Trichoderma en
condiciones de invernadero basdndose en experimentos in
vitroy tampoco por taxones particulares como usualmente
se realiza.

Los marcadores moleculares empleados no permitieron
realizar una separacion consistente de grupos de aisla-
mientos dentro de una misma especie por su actividad
antagonica.
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