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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue evaluar el antagonismo in vitro de 13 cepas cubanas de
Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg frente Alternaria solani Sorauer. Para ello
se determinaron los modos de accion de las cepas de T. asperellum frente a A. solani en cultivo dual.
Los resultados mostraron diferencias entre las cepas del antagonista. En la antibiosis se destacaron las
cepas Ta. 90, Ta. 78, Ta. 75 y Ta. 85. En la competencia por espacio, solo la 7a. 85 colonizé el 100 %
del patogeno (grado 1 de la escala de Bell ef al.), mientras que 7a. 17, Ta. 3, Ta. 90, Ta. 78 y Ta. 28
tuvieron un crecimiento mayor al 80 % sobre 4. solani, grado 2 de la escala. No obstante, las cepas 7a.
75, Ta. 78, Ta. 79 y Ta. 85 mostraron ser buenas competidoras por espacio frente al patégeno, con mas
de 50 % de inhibicion del crecimiento radial del mismo. Las cepas 7a. 13, Ta. 56 y Ta. 85 presentaron
cuatro interacciones hifales frente a A. solani. Las mas observadas fueron la vacuolizacion,
penetracién y granulacion. Las cepas Ta. 1, Ta. 3, Ta. 12, Ta. 13, Ta. 25, Ta. 28, Ta. 56 y Ta. 85
provocaron reduccion significativa del area ocupada por el patogeno a las 400 h, con relacion al
tamafio a las 96 h. En esta accion sobresalieron las cepas Ta. 85, Ta 1 y Ta 12; la cepa Ta.85 se
seleccion6 como la mas promisoria. No obstante, 7a.28, Ta. 56 y Ta. 13 mostraron buenas cualidades
para su evaluacion en condiciones de campo.
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ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate in vitro antagonism of 13 Cuban Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg (7a.) strains against Alternaria solani Sorauer. The
modes of action of 7. asperellum strains against 4. solani in dual culture were determined. The results
showed differences between the antagonist strains. The strains 7a. 90, Ta. 78, Ta. 75, and Ta. 85 were
highlighted by their antibiotic effect. In the space competition, only 7a. 85 colonized 100 % of the
pathogen (Bell et al. scale Grade 1.), while Ta. 17, Ta. 3, Ta. 90, Ta. 78, and 7a. 28 had more than 80 %
growth over 4. solani (Grade 2 of the scale). However, Ta. 75, Ta. 78, Ta. 79, and Ta. 85 strains proved
to be good space competitors against the pathogen, with more than 50 % inhibition of radial growth of
the pathogen. The strains 7a. 13, 7a. 56 and 7a. 85 had four hyphal interactions with A. solani; the
most observed were vacuolization, penetration and granulation. The strains 7a. 1, Ta. 3, Ta. 12, Ta. 13,
Ta. 25, Ta. 28, Ta. 56 and Ta. 85 caused significant reduction of the area occupied by the pathogen at
400 h, relative to the size at 96 h. The strains 7a. 85, Ta. 1 and 7a. 12 were highlighted in this action;
the strain 7a. 85 was selected as the most promising; however, 7a. 28, Ta. 56 and 7a. 13 showed good
qualities for evaluation in field conditions.
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INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.)
es originario de los Andes y constituye una de las
contribuciones mas importantes de la region
andina, por ser uno de los alimentos mas
consumido, apreciado y por favorecer, de manera
decisiva, a la seguridad alimentaria de toda la
humanidad (1, 2). La incidencia de enfermedades
es uno de los factores que limita la produccion
del cultivo de la papa en la mayoria de los paises
tropicales. Entre estas, el Tizon temprano,
causado por el hongo Alternaria solani Sorauer,
es una de las enfermedades mas significativas del
cultivo a nivel mundial (3), con pérdidas de hasta
30 % del rendimiento (4). En Cuba, las pérdidas
estimadas se encuentran entre 17 y 37 % (1), en
areas con condiciones climdaticas favorables para
el desarrollo de la enfermedad.

No obstante a los conocimientos existentes
sobre la enfermedad y su control, esta es uno de
los principales factores limitantes de la
produccion de papa en el mundo (5, 6, 7). La
necesidad de disminuir los plaguicidas que
afectan al ecosistema justifica plenamente la
busqueda de otros métodos menos agresivos para
el control de A. solani, como son los Agentes de
Control Biologico (ACB) y dentro de estos se
destacan aislamientos del género Trichoderma

spp.
En la actualidad, existen cepas antagonistas de
Trichoderma caracterizadas patogénicamente

frente a un amplio grupo de hongos causantes de
enfermedades en cultivos de importancia
econdmica, pero muy pocas ante 4. solani. Es por
ello que se propuso como objetivo de este trabajo
seleccionar cepas de Trichoderma eficaces frente
A. solani por su antagonismo in vitro, con
perspectivas para su evaluacion posterior en
condiciones de campo en el control del Tizén
temprano en papa.

MATERIALES Y METODOS

Origen de los cultivos microbianos y
produccion de los inoculos

El trabajo se realizdO en el Laboratorio de
Micologia Vegetal (LMV) del Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria (CENSA) (Latitud

22,991867; Longitud -82,153892), provincia
Mayabeque, Cuba.
Las cepas de Trichoderma asperellum

Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg usadas (7a.l1,
Ta. 3, Ta. 12, Ta. 13, Ta. 17, Ta. 25, Ta. 28, Ta.
52, Ta. 75, Ta. 78, Ta. 79, Ta. 85 y Ta. 90)
proceden de la Coleccion del Laboratorio de
Micologia Vegetal (CLMV) del CENSA y
previamente se caracterizaron morfofisiologica
(8), molecular y patogénicamente frente a
diferentes dianas (9).

Los cultivos usados partieron de tubos con las
cepas conservadas a 4°C y se sembraron
fragmentos de micelio de las colonias en placas
Petri con medio Agar Malta (AM) (BIOCEN) pH
5,6£0,2 durante 72 h a 30£1°C y oscuridad.

Agente patogeno

Se uso el aislamiento altamente patogénico de
A. solani No. 160 (nimero de catidlogo en el
CLMV de Alternaria spp.), previamente aislado
de hojas de papa con sintomas tipicos de Tizon
temprano, procedente de la provincia Las Tunas,
Cuba. El aislamiento se purific6 mediante la
siembra de fragmentos de micelio del mismo en
placas Petri con medio Papa Dextrosa Agar
(PDA) (BIOCEN) pH 5,6 durante siete dias a
temperatura de 28+1°C y oscuridad. La
patogenicidad de este aislado se reactivd en hojas
sanas de papa cv. Romano de 25 dias de edad;
para ello se inocularon cuatro hojas, dos por el
haz y dos por el envés, con discos del patogeno
obtenido a partir de las colonias desarrolladas del
primer subcultivo. Las hojas se incubaron en
camara humeda a temperatura de 23+2°C. Con la
aparicion de los sintomas en las hojas y el
desarrollo del hongo sobre el tejido vegetal, se
realizo el reaislamiento del hongo, al que se le
comprobd su identidad segun la clave descrita
por Simmons (10).

Los in6culos de los hongos (fitopatogeno y
antagonistas) consistieron en discos de 5 mm de
diametro, que se tomaron a partir de la periferia
de las colonias de los mismos, inoculados en
placas Petri contentivas de los medios descritos
anteriormente para cada organismo. Todas las
placas inoculadas con estos se incubaron a
30+1°Cy a oscuridad.
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Seleccion in vitro de cepas de T. asperellum
para el control de A. solani

Se evaluo el efecto antagénico de las cepas de
T asperellum frente a A. solani por la técnica de
Cultivo Dual (CD) (11), segun disefio
completamente al azar. Se seleccionaron para
cada cepa tres placas Petri (90 mm de @) que
contenian medio de cultivo PDA. En una placa se
sembraron dos discos (ambos de 5 mm) de
micelio de las colonias de Trichoderma y del
patogeno, diametralmente opuestos,
distancia aproximada de 5 mm del borde de la
placa. Las placas sembradas con ambos hongos
se sellaron con papel parafilm. Como control se
usaron placas (tres) sembradas con el patdogeno,
de igual manera que las anteriores, pero sin el
antagonista. Las placas se incubaron a 30+1°C y
a oscuridad.

Las evaluaciones del crecimiento (radio en
mm) de ambos hongos se realizaron con una
regla graduada, a las 16, 40, 48, 64, 72, 88, 96,
160, 184, 208, 232, 328, 352 y 400 h. Se
evaluaron los modos de accion: antibiosis,
competencia por espacio y micoparasitismo.

a una

Antibiosis

Se midié el crecimiento lineal (mm) de la
colonia de A. solani con una regla graduada hasta
las 72 h. La antibiosis se determin6 al comparar
el crecimiento del patégeno en el CD en el
momento del contacto fisico de ambos hongos,
con el del control (12). Los datos se procesaron a
través de un ANOVA simple y las medias se
compararon mediante la Prueba de LSD Fisher
(p=0,05). El criterio de seleccion para este modo
de accion se definié como 3 mm, basado en el
calculo del intervalo de confianza de la media,
para p=0,03.

Competencia por espacio

Se evalu6 el porcentaje de area ocupada por el
antagonista y el patdogeno. Se clasificaron las
cepas de T asperellum en base a su antagonismo,
segun la escala de clase referida por Bell et al.
(11). A las 96 horas se determiné el Porcentaje de
Inhibicion del Crecimiento Radial del patdgeno
(PICR) segun la formula:

PICR = (R1 - R2) /R1 x 100

Donde R1 es el radio del patéogeno control y
R2 es el radio del patogeno en enfrentamiento.

Los datos de porcentaje de area ocupada se
analizaron mediante un ANOVA y las medias se
compararon por los rangos multiples de Duncan,
p=0,05.

Micoparasitismo

Para observar las interacciones hifales en el
micoparasitismo  (enrollamiento, penetracion,
vacuolizacion y lisis), se tomaron al azar tres
muestras de la zona de interaccion de ambos
hongos por cada réplica (placa Petri) a las 96 h, y
se colocaron en portaobjetos sobre una gota de
lactofenol. Las observaciones se realizaron en un
microscopio Zeiss (400/630x) con sistema de
foto documentacion KSS. Ademas, se evalud el
efecto del crecimiento del antagonista sobre el
patogeno a partir de las 96 hasta las 400 h. Los
datos se compararon con los del control mediante
la prueba T de Student para ese mismo tiempo de
evaluacion. Se realizaron curvas de regresion con
los datos de las cepas de 7. asperellum que
tuvieron diferencias significativas.

Para la seleccion de las cepas, segin el modo
de accidn, se tuvieron en cuenta los siguientes
criterios:

i. Ubicacion de la cepa en el grado 1 de la escala
de Bell et al.

ii. Efecto de antibiosis con al menos 3 mm de
inhibicion del crecimiento del patogeno.

iii. Antagonista con tres o mas interacciones
hifales con el patogeno.

Andlisis de los datos: para el procesamiento de
los datos en todos los experimentos se tabularon
en Microsoft Excel y se uso el paquete estadistico
InfoStat version 2016 (13).

RESULTADOS Y DISCUSION

Antagonismo in vitro de cepas de T
asperellum para el control de A. solani

Antibiosis

Todas las cepas de T. asperellum mostraron
efecto de antibiosis frente a A. solani, pero hubo
diferencias en la inhibicion del crecimiento del
patogeno, basado en la liberacion de metabolitos
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antes del contacto hifal entre los dos hongos,
sobresaliendo un grupo de 10 cepas que no
presentan diferencias significativas entre ellas
(Tabla 1).

Este efecto es mas evidente en las cepas 7a. 90
(Fig. 1), Ta. 78, Ta. 75 y Ta. 85, cuya reduccion
equivale al crecimiento del control durante 24 h.

Esta inhibicion del crecimiento del patégeno
pudiera estar relacionada con la accion de
metabolitos volatiles y no volatiles
enzimas (quitinasas, glucanasas, celulasas,
xylanasas, laminarinasas, esterasas, glucosidasas,
lipasas y proteasas), toxinas (6-pentil- a- pirona),
antibioticos (gliotoxina, viridina, gliovirina),
hormonas (acido-3-indolacético, acido

como:

Indolbutirico, L-triptéfano, etileno, auxinas y
giberelinas) como notificaron Romero et al. (14)
y Hernandez et al. (15), entre otros. Este modo de
accion aumenta su relevancia practica, ya que
Trichoderma, al colonizar las raices de las plantas
y libere estos compuestos toxicos al patogeno,
puede hacer que la planta escape a la penetracion
y colonizaciéon del mismo, o que su dafio sea
menor. Este efecto en el follaje pudiera detectarse
también durante el proceso de germinacion de las
esporas del antagonista, al liberarse algunos de
estos metabolitos, que limiten la germinacion o el
crecimiento del fitopatégeno (16).

Este mecanismo de control en Trichoderma es
evidente, ya que se puede observar aln sin estar

Tabla 1. Efecto inhibitorio in vitro de cepas de T. asperellum sobre el crecimiento de 4. solani a las
72 h./ In vitro inhibitory effect of T. asperellum strains on A. solani growth at 72 h.

Cepas de T. asperellum Inhibicion del crecimiento micelial de 4. solani (mm)

Ta. 12
Ta. 3
Ta. 25
Ta. 13
Ta. 1
Ta. 79
Ta.56
Ta. 17
Ta. 28
Ta.85
Ta. 75
Ta. 78
Ta. 90
ESx
Cv

0,66 a
1,66 ab
2,00 abc
2,33 abcd
2,66 abcd
2,66 abcd
2,66 abcd
2,66 abcd
2,66 abcd
3,66 bed
4,00 cd
4,16 d
4,33 d
0,23
0,52

Medias con letras diferentes difieren significativamente (p<0,05, segun décima de LSD Fisher).

Crecimiento
de A. solani
en CD

Crecimiento
de A. solani
control

Control

Figura 1. Efecto de antibiosis de la cepa Ta. 90 de T. asperellum frente a A. solani en Cultivo Dual
a las 72 h. / Antibiosis effect of Ta. 90 strain of T. asperellum against A. solani in Dual Culture at 72 h.
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en contacto con el patégeno; ademas, las enzimas
hidroliticas presentes en este favorecen la
penetracion y el saprofitismo.

Los resultados ratifican esta accién y muestran
el importante papel que puede desempefiar
Trichoderma como agente de control bioldgico;
en este caso para el control de A. solani, cuyo
manejo en la actualidad no es lo suficientemente
eficiente (5).

Competencia por espacio

Las cepas de T. asperellum presentaron efecto
antagonista positivo con alta competencia por el
espacio (Tabla 2). Es de destacar que la velocidad
de crecimiento de las cepas de T. asperellum
vari6 entre 0,77 y 0,69 mm.h-!, mientras que la
de A. solani fue de 0,17 mm.h"'. Esta diferencia
en la velocidad de
antagonista y el patdogeno es la causa fundamental
para que Trichoderma ocupe rapidamente gran
parte del area de la placa. No obstante, este
proceso se favorece por la gama de metabolitos
que presenta este antagonista con los que logra
limitar el avance del patdgeno.

Entre las cepas de Trichoderma se observaron
diferencias significativas en cuanto al area que
ocuparon sus colonias en la placa; se destacan las
cepas Ta. 1, Ta. 3, Ta. 12, Ta. 25 y Ta. 85
(Tabla 2). A partir de las 72 h, las cepas de
Trichoderma comenzaron a crecer sobre la
colonia del patégeno y, en este caso, también
hubo diferencias entre ellas. Las cepas Ta. 3, Ta.
17, Ta. 28, Ta. 78, Ta. 85 y Ta. 90 tuvieron mayor
crecimiento (> 80 %) sobre el patogeno. De
acuerdo con estos resultados, la mayoria de las
cepas evaluadas se ubica en el grado 2 de la
escala de Bell ef al.; solo la cepa Ta. 85 alcanzo
el grado 1 (Tabla 2). El andlisis del PICR mostré
que este varid entre 36,62 y 54,45, donde
sobresalieron con resultados superiores a 50 %
las cepas Ta. 75, Ta. 78, Ta. 79 y Ta. 85. Los
resultados demuestran que 7. asperellum es un
buen competidor por espacio frente a A. solani y
el importante papel que tiene la cepa del
antagonista en el control de este fitopatdgeno, lo
que justifica la necesidad de la seleccion de
aislamientos como agentes de  control
promisorios.

crecimiento entre el

Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Martinez et al. (17), quienes observaron
aislamientos de Trichoderma spp. con actividad
inhibitoria del crecimiento de
oryzae (Sawada) Gams y Haswks. Los resultados
reafirmaron los de Khaliq et al. (18) y Kayim et
al. (19), al informar alta capacidad competitiva
(més de 70 %) de aislamientos de 7. harzianum
frente a Alternaria spp. in vitro.

Los resultados de esta investigacion contrastan
con los de Hernandez et al. (15), pues notificaron
que 14 de 31 aislados de Trichoderma spp.

Sarocladium

mostraron el maximo efecto competitivo (clase 1
de la escala mencionada); es decir, mas de 45 %
de los aislamientos; mientras que, en el presente
trabajo, solo alcanzo6 el 7,69 %. Es probable que
esta diferencia se deba a que el fitopatdgeno
diana (Rhizoctonia solani Kiihn) y/o las cepas del
antagonista no fueron los mismos a los del
presente trabajo.

Teniendo en cuenta los criterios que
consideran que la competencia por espacio o por
nutrientes es uno de los mecanismos basicos del
cepas de T
asperellum alta capacidad
competitiva podrian tener resultados positivos,

como controladores bioldgicos de 4. solani en

control de Trichoderma, las

evaluadas con

campo.
Micoparasitismo

Las cepas Ta. 12, Ta. 13, Ta. 28, Ta. 56 y 1a.
85 (Tabla 3) presentaron tres 0 mas interacciones
hifales frente a A. solani. Las interacciones
hifales mas observadas fueron la vacuolizacion,
penetracion y granulacion. (Tabla 3, Fig. 2)

Los

microscopicas sugieren la posible presencia de

resultados de las  observaciones

enzimas extracelulares del antagonista con
actividad litica sobre las hifas del patdégeno. En
diferentes  investigaciones se  mostraron
evidencias de la produccion de enzimas liticas
(quitinasas, B-1,3-glucanasas, B-1,6-glucanasas y
proteasas, otras) por especies de
Trichoderma que contribuyen a la degradacion de
las paredes celulares de los microrganismos

patogenos (20).

entre
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Tabla 2. Competencia por espacio de las cepas de Trichoderma respecto al crecimiento en Cultivo
Dual a las 96 h./ Space competition of Trichoderma strains with respect to growth in dual culture at 96

h.

Grados de la Escala de

Cepas de T. asperellum Crecimiento micelial de 7a. respecto al area (mm) Bell ef al. PICR
Ta. 56 67,00 a 2 42,56
Ta. 28 67,67 ab 2 42,56
Ta. 17 68,33 ab 2 39,59
Ta. 90 69,33 abc 2 46,52
Ta. 79 69,33 abc 2 50,49
Ta. 13 69,67 abcd 2 42,56
Ta. 78 70,33 bede 2 54,45
Ta. 75 70,33 bede 2 50,49
Ta.3 72,00 cdef 2 44,54
Ta. 12 72,67 def 2 46,52
Ta. 1 73,33 ef 2 36,62
Ta. 25 74,00 f 2 45,53
Ta. 85 7433 1 50,49
ESx 0,51

Ccv 0,05

Medias con letras diferentes difieren significativamente (p<0,05, segun décima de Duncan)

Esta podria ser una de las causas por la cual
varias cepas de las de T. asperellum evaluadas
exhibieron estos resultados, pues previamente se
demostr6 que poseen actividades B-1,3-
glucanasas y quitinasas (21). No obstante, es
necesario profundizar en este aspecto y en la
identificacion de las enzimas que puedan estar
presentes en la interaccion 7. asperellum y A.
solani.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos
por Mokhtar y Dehimat (22), que observaron que
los aislamientos de 7. Harzianum ocasionaron
lisis y parasitismo en las paredes de
Cladosporium sp. 'y Stemphyllium botryosum
Wallroth; sin embargo, estos autores no hacen
referencia a la vacuolizacion y granulacion.

Los analisis de la prueba T de Student
mostraron que ocho de las cepas de T. asperellum
(Ta. 1, Ta. 3, Ta. 12, Ta. 13, Ta. 25, Ta. 28, Ta. 56
y Ta. 85) provocaron reduccion significativa del
area ocupada por el patdégeno a las 400 h, con
relacion al tamano de la propia colonia del
patébgeno a las 96 h, con tendencia a su
eliminacion con el tiempo, segiin se aprecia en
las ecuaciones de regresion (Fig. 3). Se destaca la
cepa Ta. 85 con la mayor reduccion de esta, con
una confiabilidad de R? 0,99, le siguenla 7a. 1y

Ta. 12, con 0,89 y 0,86, respectivamente. Se
puede inferir que en esta interaccion antagonista-
patogeno predomina el micoparasitismo, aunque
debe intervenir también la actividad enzimaética
de los aislamientos, para que se degrade la pared
de las hifas del patogeno y puedan penetrar las
del antagonista y, asi, provocar la disminucion
del tamafio de la colonia de A. solani en el tiempo
de la interaccion. Es posible que esto tenga
relacion con lo demostrado por Shafique et al.
(23), quienes observaron que los metabolitos de
Trichoderma koningii Rifai fueron capaces de
reducir la biomasa de Alternaria alternata (Fr.)
Keissl. entre 10-90 %. Este resultado tiene
valiosa importancia desde el punto de vista del
desarrollo del antagonismo, pues en condiciones
de campo los fitopatdbgenos, casi siempre
preceden, en posicionamiento fisico del area, a
los ACB, por lo que cepas con estas
caracteristicas tienen la capacidad de reducir el
espacio ocupado por estos, dandole ventajas a la
planta en su enfrentamiento ante estos patdogenos.

Independientemente de la  informacion
existente acerca de las especies de Trichoderma
como  antagonistas de  varios  hongos
fitopatogenos (24), en la practica es necesario
realizar una seleccion exhaustiva del agente
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Tabla 3. Tipos de interacciones hifales de las cepas de T. asperellum sobre A. solani en Cultivo
Dual a las 96 h. / Types of hyphal interactions of T. asperellum strains on A. solani in dual culture at

96 h.

Cepas de T. asperellum Tipos de interacciones hifales
Ta .1 V-P
Ta .3 G
Ta .12 V-G-P
Ta. 13 V-G-L-P
Ta. 17 V-P
Ta. 25 V-P
Ta. 28 V-L-P
Ta. 56 V-G-L-P
Ta. 75 A%
Ta. 78 V-G
Ta. 79 G
Ta. 85 V-G-L-P
Ta. 90 V-G

Leyenda: (V), Vacuolizacion, (G) Granulacion, (L) Lisis y (P) Penetracion

Vacuolizacion

Granulacion

Parasitismo

Apresorio

Penetracion

Figura 2. Interacciones hifales de la cepa Ta. 85 de T. asperellum sobre A. solani en Cultivo Dual a
las 162 h./ Hyphal interactions of Ta. 85 strain of T. asperellum on A. solani in dual culture at 162 h.

controlador frente a cada patégeno diana, antes
de ser aplicado en condiciones de campo (25).

El establecimiento in vitro de los modos de
accion presentes en los aislamientos de
Trichoderma constituye la base de la seleccion de
estos, no solo para las pruebas posteriores en
condiciones semicontroladas y/o campo, sino
como orientacion de la forma de produccion que
se debe realizar para lograr mayor estabilidad y

eficacia en los resultados en campo.

El andlisis integral de los resultados obtenidos,
sobre la base a los criterios de seleccion
establecidos y al decrecimiento ocasionado
posterior al contacto con el patdogeno, demostrd
que la cepa Ta. 85 cumpli6é con todos los criterios
y ocasiono la mayor reduccion de la colonia de 4.
solani poscontacto, por lo que se seleccion6
como la cepa mas promisoria. No obstante, las
cepas 7Ta. 28, Ta. 56 y Ta. 13 pudieran ser
consideradas para su evaluacion en condiciones

de campo.
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Figura 3. Disminucion del drea ocupada por 4. solani posterior al contacto hifal con las cepas 7a. 1,

Ta.3, Ta. 12, Ta. 13, Ta. 25, Ta. 28, Ta. 56,y Ta. 85 de T. asperellum. / Decrease of the area occupied

by A. solani after hyphal contact with Ta. 1, Ta. 3, Ta. 12, Ta. 13, Ta. 25, Ta. 28, Ta. 56, and Ta. 85 of
T asperellum.
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