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Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg frente a Sclerotium rolfsii Sacc.
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RESUMEN: El presente trabajo tuvo como objetivo determinar los modos de accion (antibiosis,
competencia por espacio y nutrientes, micoparasitismo) de diez cepas de Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg (Ta.), frente a dos aislados de Sclerotium rolfsii Sacc. (Scl)
procedentes de frijol (Phaseolus vulgaris L.). La evaluacion del antagonismo in vitro se realizo por
el método de cultivo dual, a través del cual se determinaron los diferentes modos de accion. La
mayoria de las cepas de Ta. se ubicaron en el grado 2 de la escala de Bell, con excepcion de Ta.17,
que mostré grado 5. Los metabolitos producidos por las cepas Ta. 28, Ta. 13 y Ta. 90 presentaron
el mayor efecto inhibitorio del crecimiento de Scl 5, mientras que para Scl 6 fueron las cepas Ta.
13, Ta. 79, Ta. 28, Ta. 75, Ta. 85 y Ta. 90. La mayor competencia por nutrientes se observo con
la cepa Ta. 28. Los resultados del micoparasitismo mostraron que la mejor cepa fue Ta. 90 con tres
tipos de interacciones hifales entre ambos hongos, seguido de Ta.13 y Ta. 56 con tres y dos tipos
de interacciones, respectivamente. Acorde a los modos de accion que poseen las cepas Ta. 13, Ta.
28 y Ta. 90 pueden ser valoradas como posibles candidatas de ingredientes activos de
bioplaguicidas para el control de S. rolfsii en el cultivo del frijol.

Palabras clave: control biol6gico, interacciones hifales, patégeno de suelo.

ABSTRACT: The objective of this work was to determine the modes of action (antibiosis,
competition for space and nutrients, and mycoparasitism) of ten strains of T. asperellum Samuels,
Lieckfeldt & Nirenberg (Ta.) against two isolates of S. rolfsii Sacc. (Scl) isolated from common
bean (Phaseolus vulgaris L.). In vitro antagonism was assessed by the dual culture method, through
which the different modes of action were determined. Most strains of Ta. were located in grade 2
of the Bell scale, except Ta. 17, which showed grade 5. The metabolites produced by strains Ta.
28, Ta. 13, and Ta. 90 showed the highest inhibitory effect on Scl 5 growth, whereas those produced
by the strains Ta. 13, Ta. 79, Ta. 28, Ta. 75, Ta. 85, and Ta .90 did on Scl 6. Greater competition
for nutrients was observed with the strain Ta.28. Mycoparasitism results showed the best strain
was Ta. 90 with three types of hyphal interactions between the two fungi, followed by Ta. 13 and
Ta. 56 with three and two types of interactions, respectively. According to the modes of action of
the strains Ta. 13, Ta. 28, and Ta. 90, they can be evaluated as possible candidates for active
ingredients of biopesticides for the control of S. rolfsii in the bean crop.
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INTRODUCCION

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo
fitopatdgeno que causa pudriciones de raices,
tallos, tubérculos y frutos en numerosos
cultivos, como son: frijol (Phaseolus vulgaris
L.), manzano (Malus domestica Borkh.),
remolacha (Beta vulgaris L.), girasol
(Helianthus annus L.), papa (Solanum
tuberosum L.), soya (Glycine max L.), arroz
(Oryza sativa L.), pimiento (Capsicum
annuum L.) y cebolla (Allium cepa L.), entre
otros (1,2).

En frijol comln, este agente fitopatdgeno
ocasiona la enfermedad conocida como Tiz6n
sureflo, que provoca amarillamiento,
marchitez, caida de las hojas y finalmente la
muerte de la planta. En el cuello de la raiz se
observa una lesion necrética y, sobre los
tejidos afectados, un crecimiento micelial
blanco donde se forman los esclerocios del
hongo, inicialmente blancos y que,
posteriormente, se tornan color marrén oscuro
Q).

Esta  enfermedad causa  pérdidas
considerables en el frijol. Su control se realiza
con el uso de practicas preventivas, como
rotacion de cultivos, uso de semillas sanas,
preparacion del suelo y otras tacticas que
incluyen el control bioldgico y quimico. Los
productos quimicos demuestran ser eficientes
inicialmente, pero la enfermedad persiste en el
campo debido al poco efecto de estos sobre los
esclerocios. Ademas, son cuestionados por su
impacto ambiental, sobre la salud humana y la
resistencia que desarrollan los
microorganismos, lo cual genera una creciente
y justificada  preocupacion  por la
contaminacion, el deterioro ambiental y el
desequilibrio de los ecosistemas (3.4,5).

Uno de los métodos utilizados para
disminuir el uso de productos quimicos es la
aplicacion de microorganismos antagonistas.
Dentro de estos, uno de los méas promisorios
para combatir enfermedades flngicas en las
plantas es el género Trichoderma con especies
y cepas que exhiben versatilidad,

adaptabilidad y facil manipulacion, lo que
permite que se utilicen en el manejo de
enfermedades  causadas  por  agentes
fitopatdgenos cuyo habitat es el suelo, como
Phytophthora, Rhizoctonia, Pythium,
Fusarium y Sclerotium, entre otros (6,7,8).

El presente trabajo tuvo como objetivo
determinar los mecanismos de accion de diez
cepas de Trichoderma asperellum Samuels,
Lieckfeldt & Nirenberg (Ta.) frente a dos
aislados de S. rolfsii (Scl) procedentes de frijol.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realiz entre enero y abril de
2017, en el Laboratorio de Micologia Vegetal
del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA), municipio San José de las Lajas,
Mayabeque, Cuba.

Evaluacioén de los diferentes modos de accién
de T. asperellum frente a S. rolfsii

El trabajo se desarrollé con diez cepas de T.
asperellum denominados Ta. 1, Ta. 13, Ta. 17,
Ta. 28, Ta. 56, Ta. 75, Ta. 78, Ta. 79, Ta. 85
y Ta. 90 (9) y dos aislamientos de S. rolfsii (Scl
5y Scl 6), obtenidos de raices de plantas de
frijol enfermas, provenientes del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA),
Mayabeque, Cuba. Todos los hongos
utilizados pertenecen a la Coleccion de
cultivos microbianos del Laboratorio de
Micologia Vegetal del CENSA.

Se evaluaron los modos de accion
(competencia por espacio, micoparasitismo y
antibiosis) de las cepas de T. asperellum frente
a S. rolfsii, utilizando el método de cultivo dual
(CD) descrito por Martinez y Solano (10).

Los antagonistas se mantuvieron en medio
de cultivo Agar Malta (Biocen) por tres dias y
los del agente fitopatégeno (Scl 5y Scl 6) en
Papa Dextrosa Agar (PDA) (Biocen) por cinco
dias; ambos se incubaron a una temperatura de
28+2°C y oscuridad constante. EI CD se realiz
en placas Petri de 90 mm de diametro que
contenian 15 ml del medio de cultivo PDA.

Se incluy6 un testigo del agente
fitopatdégeno sin el antagonista. Todos los
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hongos, en los diferentes tratamientos, se
incubaron a 28+2°C y en oscuridad constante.

Antibiosis
La antibiosis se evaluo por el crecimiento de
S. rolfsii en el CD antes del momento de

contacto entre ambos hongos (T. asperellum-S.
rolfsii) a las 48 h, respecto al testigo (S. rolfsii).

Competencia por espacio

El experimento se desarroll6 y se evaluo
segun lo referido por Reyes et al. (7). Las
evaluaciones se llevaron a cabo hasta los siete
dias y la clasificacion como antagonista de los
aislamientos se realiz6 segun la escala descrita
por Bell et al. (11). Se determind el Porcentaje
de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR)
segun la férmula:

PICR — ri—r2

ri

*100

donde:

rl - Crecimiento radial de la colonia en el
control.

r2 - Crecimiento radial del
patdgeno enfrentado al antagonista.

aislamiento

Micoparasitismo

Para evaluar los tipos de interacciones
hifales (enrollamiento, penetracion,
vacuolizacion, granulacion y lisis), se tomaron
tres muestras de la zona de interaccion entre
ambos hongos por cada réplica (placa Petri,
tres en total) y se depositaron en portaobjetos
sobre una gota de lactofenol. Las
observaciones se realizaron con microscopio
Optico modelo N-800M (aumento de 400x).
Se evaluaron nueve réplicas por tratamiento
(cepas de T. asperellum).

Los datos obtenidos se procesaron por un
Andlisis de Varianza (ANOVA), y las medias
se compararon segun la Do6cima de Rangos
Mudltiples de Duncan para p<0,05, utilizando el
paquete estadistico INFOSTAT Profesional
ver. 2.1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Antibiosis

Las cepas de T. asperellum evaluadas
inhibieron, significativamente, el crecimiento
del agente fitopatégeno desde las 48 h, en
comparacion con el testigo, aunque este efecto
se observd, méas marcado, a las 72 h (Fig. 1).
En el enfrentamiento con el aislado Scl. 5, la
cepa Ta. 28 presentd mayor efecto inhibitorio,
aunque sin diferir significativamente de las
cepas Ta.13 y Ta. 90 (Fig. 1A); mientras que,
para el aislamiento Scl. 6, se destacaron Ta. 13
y Ta. 79 sin diferir de Ta. 28, Ta. 75, Ta. 85 y
Ta. 90 (Fig. 1B). La accion fungistatica que se
origind antes del contacto hifal infiere la
secrecion de metabolitos difusibles al medio
por parte de las cepas de Trichoderma.

El efecto inhibitorio de Trichoderma sobre
otros hongos antes del contacto hifal se explico
con la secrecion de metabolitos volatiles y no
volatiles al medio (gliotoxina, viridina,
trichodermina, suzukacilina, alameticina,
dermadina, trichotecenos y trichorzianina),
que poseen efectos fungistaticos, y a la
produccion de enzimas  extracelulares
(peptinasas,  cutinasas,  glucanasas 'y
quitinasas) difusibles hacia el medio, que
afectan al patogeno (6.8,5). Estos compuestos
pueden limitar la colonizacion del sustrato por
los fitopatdgenos, en su radio de accion (12).

Al analizar el crecimiento del agente
fitopatogeno frente a las cepas mas destacadas
(Ta. 13, Ta. 28 y Ta. 90) cada 24 h, se observo
que desde las 48 h las cepas inhibieron el
crecimiento del aislado Scl. 5 (Fig. 2A);
mientras que la cepa Ta. 90 inhibi6o el
crecimiento del aislado Scl. 6 (Fig. 2B). Lo
anterior es una evidencia de que estas cepas
segregan metabolitos al medio de cultivo
desde periodos tempranos de la interaccion. La
respuesta del aislado Scl. 6 frente a las cepas
Ta. 13 y Ta. 28 en este periodo de tiempo
pudiera estar relacionada con wuna baja
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Medias con letras diferentes difieren significativamente, segiin Duncan (p<0,05)
FIGURA 1. Inhibicidn del crecimiento micelial de los aislamientos de S. rolfsii por las cepas de
T. asperellum a las 72 h. A-Scl. 5; B- Scl. 6./ Mycelial growth inhibition of S. rolfsii isolates at
contacting with T. asperellum strains at 72 h. A-Scl. 5; B- Scl. 6.

concentracion de los metabolitos inhibidores  Competencia por espacio
del crecimiento del mismo, o por ser estos poco
difusibles en el medio, aspecto que se debe
esclarecer en investigaciones futuras.

Los resultados de este estudio corroboran
los notificados por Reyes et al. (7) y Martinez
et al. (12), quienes demostraron la reduccion
del crecimiento de hongos fitopatgenos por el
efecto de metabolitos no volatiles segregados
por Trichoderma al medio de cultivo.

La mayoria de las cepas de T. asperellum
evaluadas (Ta. 1, Ta. 13, Ta. 17, Ta. 28, Ta.
56, Ta. 75, Ta. 78, Ta. 79, Ta. 85, Ta. 90) a las
96 h, frente a los dos aislamientos del
patdgeno, se ubicaron en el grado 2 de la escala
de Bell etal. (11). La excepcion fue la cepa Ta.
17, que mostrd caracteristicas representativas
del grado 5 de la escala (Fig. 3).
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Medias con letras diferentes difieren significativamente, segin Duncan (p<0,05).
FIGURA 2. Dinamica de crecimiento de aislamientos de S. rolfsii en CD frente a las cepas
de Ta.28 y Ta.79, hasta las 120 horas. A-Scl. 5; B-Scl. 6./ Growth dynamics of S. rolfsii
isolates in dual culture with Ta.28 and Ta.79 isolates, up to 120 h. A-Scl. 5; B-Scl. 6.

El PICR de los aislados Scl. 5 y Scl. 6 varié
entre 62,3-81,1 'y 5248-7142 %,
respectivamente. Resultados similares
obtuvieron Aceves et al. (5) con cepas de
Trichoderma spp. frente a S. rolfsii aislado de
cacahuete (Arachis hypogaea L.), con 81,1 %
de inhibicion del crecimiento micelial del
agente fitopatogeno.

Aunque la inhibicion del crecimiento de los
agentes  fitopatdgenos esta relacionada

directamente con la potencialidad de los
aislados del antagonista, en el presente estudio
se observo un menor efecto de estos sobre Scl
6, lo que evidencio una menor sensibilidad de
este aislado a la accion de los antagonistas
probados. La inhibicion del crecimiento de las
colonias de los aislados de los agentes
fitopatogenos en estudio coincidio con los
resultados informados por Guédez et al. (6),
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FIGURA 3. Competencia por espacio de T. asperellum y S. rolfsii. Flecha indica inicio del
desarrollo de Sclerotium por encima de la colonia de Trichoderma, A: Ta. 17-Scl. 5; B: Ta.
17-Scl. 6. / Competition for the space of T. asperellum and S. rolfsii. The arrow indicates
beginning of Sclerotium development on the colony of Trichoderma, A: Ta. 17-Scl. 5; B: Ta.

17-Scl. 6.

los que justificaron con la mayor velocidad de
crecimiento de T. harzianum frente a S. rolfsii.

Reyes et al. (7) y Pino (13) notificaron que
una de las caracteristicas significativas de
Trichoderma es su elevada velocidad de
crecimiento, lo que le brinda la posibilidad de
ser un buen competidor por espacio Yy
nutrientes, fundamentalmente, en
condiciones in vitro frente a patdgenos
causantes de enfermedades en las plantas. La
mayor competencia por espacio de las cepas de
T. asperellum mencionadas anteriormente,
frente a los aislamientos de S. rolfsii, se debio
a la elevada velocidad de crecimiento del
antagonista, ya que la cepa Ta. 17 (Fig. 3) a las
72 h tuvo un crecimiento mayor que el agente
fitopatdgeno; sin embargo, a las 120 h el hongo
fitopatogeno se desarrollo sobre la colonia de
Trichoderma.

Este resultado corroboré lo obtenido por
Rollan (14), quien inform6é que a una
temperatura de 30°C, S. rolfsii fue capaz de
inhibir el crecimiento de Trichoderma spp.
Aceves et al. (5), en un estudio similar,

observaron sobrecrecimiento de S. rolfsii
sobre uno de los antagonistas (Tcn-7).
También Corréa et al. (15) observaron efecto
antagonico nulo de cepas de T. harzianum vy
Trichoderma aureoviride Rifai frente a S.
rolfsii que permitio el crecimiento del
patdgeno sobre ellas.

Es evidente que, ademas de la velocidad de
crecimiento del antagonista, en este
mecanismo intervengan otros elementos,
probablemente  de origen  bioquimico,
decisivos para frenar el crecimiento del
patogeno.

La mayor parte de los antagonistas, aunque
se ubicaron en el grado 2 de la escala, solo
detuvieron el desarrollo del patogeno al crecer
a su alrededor (Fig. 4). A partir de las 120 h,
los aislados del fitopatdgeno comenzaron a
crecer de nuevo en la zona de interaccion, méas
facilmente observable a las 168 h. Esto podria
ser un indicativo de que los aislamientos de S.
rolfsii son capaces de liberar sustancias al
medio de cultivo al entrar en contacto con el
antagonista, que impiden el avance de este y/o
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120 h

168 h

FIGURA 4. Cultivo dual de T. asperellum frente a S. rolfsii, Ta. 28-Scl. 5. La flecha indica
formacidon de un nuevo crecimiento producido por Sclerotium en la zona de contacto. La llave
indica la zona de interaccion. / Dual culture of T. asperellum in front of S. rolfsii, Ta. 28-Scl.
5. The arrow indicates formation of new growth produced by Sclerotium in the contact zone.

The key indicates the interaction zone.

desintoxican los metabolitos excretados por
Trichoderma, aspectos que se deben continuar
investigando.

De forma general, la cepa Ta. 28 tuvo el
mayor PICR para ambos aislados del
patogeno, con valores diferentes
significativamente al resto de las cepas de
Trichoderma, respecto Scl. 5, y sin diferencias
estadisticas con Ta. 13, Ta. 56, Ta. 75, Ta. 79
y Ta. 85 frente al aislado Scl. 6. (Fig. 5)

Micoparasitismo

Las observaciones microscopicas de los
fragmentos de micelios de la zona de contacto
hifal, entre las cepas del antagonista y S. rolfsii
en el CD mostraron, al menos, un tipo de
interaccion hifal definido (Tabla 1).

Todas las cepas del antagonista ocasionaron
granulacion del contenido citoplasmatico en el
micelio de los patdégenos (Tabla 1). La mejor
cepa fue Ta. 90, con tres tipos de interacciones
hifales frente al agente fitopatdgeno, seguido
de Ta. 13y Ta. 56 con tres tipos de interaccion
frente a los aislados del fitopatogeno (Scl. 5y
Scl. 6), indistintamente (Fig. 6). Las cepas Ta.
28 y Ta. 78 poseen interés practico, pues
penetraron las hifas de ambos aislados del

patdgeno.

Diferentes autores notificaron  estas
interacciones de Trichoderma como un
mecanismo antagoénico eficaz para el control
de hongos fitopatdgenos, las cuales tuvieron
similitud con las observadas en este estudio.
Ledn et al. (16) detectaron micoparasitismo de
dos aislados de Trichoderma spp. (Tbh11ll y
Tc241) frente a S. rolfsii con la presencia de
estrangulamiento, degradacién y lisis de las
paredes de las hifas del fitopatdgeno.
Asimismo, Sandoval et al. (17) observaron
hifas de T. harzianum y Trichoderma
pseudokoningii Rifai parasitando el micelio de
Phytophthora capsici Leonian y Phytophthora
nicotianae Breda de Haan.

Al integrar los resultados de los diferentes
modos de accion evaluados, se concluye que
las cepas de T. asperellum Ta. 13, Ta. 28 y Ta.
90 resultan promisorias para el control
bioldgico de S. rolfsii en frijol. Estos resultados
son la base para la determinacion de la eficacia
técnica de las mismas y para el establecimiento
de indicadores como son la dosis, la
formulacion, el modo, el momento y la
frecuencia de aplicacion en condiciones de
campo.
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Medias con letras diferentes difieren significativamente, segiin Duncan (p<0,05).

FIGURA 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de aislamientos de S. rolfsii
en cultivo dual (CD) con T. asperellum, a las 96 horas. A- Scl. 5; B- Scl. 6. / Radial growth
inhibition of S. rolfsii isolates in dual culture (CD) with T. asperellum at 96 hours. A- Scl. 5;

B- Scl. 6.
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TABLA 1. Tipos de interacciones hifales entre las cepas de T. asperellum y S. rolfsii./ Types of
hyphal interaction between strains of T. asperellum and S. rolfsii.
Aislamientos de S. rolfsii

Cepas de T. asperellum

Ta. 1 G-L G
Ta. 13 G-L-P G-V
Ta. 17 G-E G-P
Ta. 28 G-P G-P
Ta. 56 G G-V-P
Ta. 75 G G
Ta. 78 G-P G-P
Ta. 79 G-V G
Ta. 85 G-V G-V
Ta. 90 G-V-P G-L-V

Leyenda: (V) Vacuolizacion, (L) Lisis, (E) Enrollamiento, (P) Penetracion, (G) Granulacion.

(penetracidn, lisis y granulacion); B. Ta. 56 vs Scl. 6 (penetracion y vacuolizacion); Ta. 90 vs
Scl. 6 (granulacion y vacuolizacién). Las flechas indican interaccién hifal (penetracion). /
Hyphal interactions between T. asperellum and S. rolfsii. A. Ta.13 vs Scl.5 (penetration, lysis,
and granulation); B. Ta.56 vs Scl.6 (penetration and vacuolization); C. Ta.90 vs Scl.6
(granulation and vacuolization). Arrows indicate hyphal interaction (penetration).
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