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Importancia de las especies de Trichoderma para el control de Macrophomina
phaseolina en las areas agricolas del estado Aragua, Venezuela
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RESUMEN

Los hongos del género Trichoderma merecen maxima
atencion como agentes biocontroladores debido a que
se demostro su alto poder antagénico en patdgenos
vegetales. El objetivo de esta investigacion fue identi-
ficar las especies de Trichoderma aisladas de suelos
en zonas productoras de caraota, maiz, tomate y
sorgo en los estados Aragua, Carabobo y Guarico,
para comprobar su valor antagoénico en el control
de Macrophomina phaseolina. Las muestras fueron
procesadas utilizando el método de dilucién en placa
de agar, los aislamientos obtenidos fueron purificados
sobre PDA, se realizé su determinacion a nivel de
especie. Para ello, fueron crecidos los aislamientos por
3 a4 diasy 6 a 8 dias, siendo examinados macro
y microscopicamente. Doce aislamientos fueron
obtenidos, nueve fueron referidos a la especie
Trichoderma harzianum (06146, 06143, FTSCO05,
JCFAOQ05, 06153, 19, J10, 06151 y San Miguel);
y los aislamientos restantes pertenecen a las
especies T. crassum (06141), T. koningiopsis (06152)
y T. longibrachiatum (Saman Mocho), respectivamente.
Se encontré variabilidad in vitro en cuanto al control
ejercido por cada aislado contra M. phaseolina en
funcién del porcentaje de inhibicion de esporulacién
(PIE) y del porcentaje de inhibicion de crecimiento
(PIC). EIl aislado 06141 perteneciente a T. crassum
fue el mas eficiente en el control de M. phaseolina, ya
que presentd mayor PIE de 91,02 y 91,50% del PIC en
comparacion a los demas aislados, los cuales tuvieron
un efecto inhibitorio con respecto al hongo patégeno
en el rango de 65,09 a 84,69% para el PIE y de 67,33
a 77,48% para el PIC.

Palabras clave: control bioldgico, in vitro, taxonomia

de hongos, patdégeno, inhibicion de esporulacion,
inhibicion de crecimiento.
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ABSTRACT

Fungi of the genus Trichoderma deserve maximum
attention as biocontrol agents because they demons-
trated their high antagonistic power plant pathogens.
The objective of this research was to identify Trichoderma
species isolated from soil samples of bean growing
areas, corn, tomato and sorghum in Aragua, Carabobo
and Guarico and antagonistic value was found in the
control of Macrophomina phaseolina. The samples were
processed using the method of agar plate dilution, the
isolates obtained were purified on PDA, its determi-
nation was performed at the species level. To do this,
the isolates were grown for 3-4 d and 6-8 d being exami-
ned macro and microscopically. Twelve isolates were
obtained, nine were related to the species Trichoderma
harzianum (06146, 06143, FTSCO05, JCFA0S5 , 06153,
19, J10, and San Miguel 06151); and the remaining
isolates belong to the species T. crassum (06141),
T. koningiopsis (06152) and T. longibrachiatum (Saman
Mocho) respectively. Variability in vitro was found
in the control exercised by each isolated against
M. phaseolina, depending on the percent inhibition of
sporlation (PIE) and growth inhibition (PIC). The isolated
belonging to T. crassum 06141 was the most effective
in controlling M. phaseolina, and showed higher PIE of
91.02% and 91.50% of PIC compared to other isolates,
which had an inhibitory effect with respect to the fungal
pathogen in the range of 65.09 to 84.69% for the PIE
and 67.33 to 77.48 for the PIC.

Key words: biological control, fungus taxonomy,
in vitro, pathogens, inhibition of sporlation, growth
of inhibition.
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INTRODUCCION

Las especies del género Trichoderma se
encuentran ampliamente distribuidas en el
mundo y estan presentes en diferentes zonas
y habitats, especialmente en aquellos con altos
contenidos de materia organica o desechos
vegetales en descomposicion, asi mismo en
residuos de aquellos cultivos que son atacados
por otros hongos. Su desarrollo es favorecido
por la presencia de altas densidades de raices,
las cuales son colonizadas rapidamente.

Esta capacidad de adaptacion a diversas
condiciones ambientales y sustratos confiere
a Trichoderma la posibilidad de ser utilizado
como agente biocontrolador en diferentes suelos,
cultivos, climas y procesos tecnoldgicos. En
Venezuela, existen varios productos comer-
ciales con base en Trichoderma spp., utilizados
en el control de enfermedades en plantas
(Anzola, 2003).

En este sentido, las especies de hongos que
pertenecen a Trichoderma son plenamente
caracterizadas por tener aplicacion en el ambito
agricola, fundamentalmente para el control
biolégico de otros organismos patdégenos que
atacan a los cultivos. Benhamou et al. (1993)
sefalaron que las especies de Trichoderma
tienen la capacidad de afectar negativamente a
los hongos fitopatdgenos en diferentes estados
de desarrollo, siendo capaces de reducir su
crecimiento y esporulacién al actuar sobre sus
estructuras (hifas, conidios y esclerocios). Por
ello, se consideran prometedoras para el control
bioldgico de enfermedades en plantas.

En esta investigacion se plante6 como objetivo,
determinar especies de Trichoderma aisladas
de muestras de suelo de zonas productoras de
caraota, maiz, tomate y sorgo, en los estados
Aragua, Carabobo y Guarico, con el fin de evaluar
su accion en el control del hongo Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid, que afecta al cultivo de
caraota.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo de suelos

Se tomaron muestras de suelo en ocho zonas
productoras de caraota, maiz, tomate y sorgo
en los estados Aragua, Carabobo y Guarico.

Se recolectd aproximadamente 1 kg de suelo
cercano a la rizésfera de las plantas, que estaba
en condiciones de capacidad de campo.

Aislado de hongos a partir de muestras de
suelo

En solo 10 g de suelo de cada uno de los
sitios muestreados, se agregé 90 ml de agua
destilada estéril contenidos en una fiola. A partir
de esta solucion madre, se realizaron diluciones
seriadas en tubos de ensayo que contenian
9 ml de agua destilada estéril, hasta llegar a
concentraciones de 102, 103y 10 [UFC/ml].

De cada una de las diluciones obtenidas se
coloco 1 ml por placa de Petri de 100 x 15 mm,
luego se agrego 15 ml de medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA) derretido a temperatura
moderada, el cual se extendié en la placa. Se
realizaron cuatro réplicas por cada dilucién. Las
cajas Petri asi preparadas se incubaron a una
temperatura de 28 °C por un periodo de 24 a 48 h.
Seguidamente, se tomd parte del hongo en
crecimiento para hacer cultivos monosporicos y
obtener cultivos puros que fueron conservados
en tubos con PDAa 5 °C.

Determinaciéon a nivel especifico de los
aislados de Trichoderma obtenidos

Para ello se utilizaron aislados sobre PDAde 3 a
4 dias y de 6 a 8 dias de crecimiento. Se realizaron
observaciones macroscépicas y microscopicas,
describiendo los siguientes aspectos de la
colonia: color del micelio, tincién de la placa
agarificada, produccion de pustulas y masas de
conidios y formacioén de anillos concéntricos.

También, con la ayuda de un microscopio
compuesto Leica DM 1000 se registraron las
caracteristicas de las estructuras fungicas con
valortaxondmicoincluyendoeltipode conidioforo,
numero de células conidiégenas (fidlides) por
verticilo, presencia de fialides intercaladas,
forma, largo y ancho en micromilimetro (um) de
las fialides; forma, largo y ancho en um, color
y ornamentacion de los conidios; presencia
y forma de clamidosporas. Las muestras se
observaron con un aumento de 1000 X. Las
mediciones de longitud se efectuaron utilizando
un ocular con barra micrométrica, y una tabla de
conversion a micras.
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Para la determinacion se realiz6 el estudio compa-
rativo de las descripciones de los hongos
investigados con las caracteristicas de las
especies de Trichoderma presentadas por Rifai
(1969) y Bisett (1991 a, b, y ¢).

Evaluacionin vitro de la capacidad antagonica
de los aislados de Trichoderma spp., con
respecto a Macrophomina phaseolina

En los bordes de cada una las placas de Petri
con PDA y en sitios equidistantes se coloco
un disco de agar de 5 mm de diametro con
micelio de M. phaseolina de 5 dias de edad
(suministrada por la coleccion de hongos del
laboratorio de la Clinica de Enfermedades de
Plantas, Universidad Central de Venezuela,
previa comprobacion de su patogenicidad)
y un disco de agar con micelio del aislado de
Trichoderma a investigar de 3 dias de edad.
El testigo consistio solamente en un disco con
micelio de M. phaseolina.

Se hicieron cinco repeticiones por aislado, las
placas asi preparadas se incubaron a 28 °C
durante 6 dias. Se determiné el porcentaje
de inhibicion de crecimiento (PIC), se midié
el largo y el ancho de cada tratamiento (hongo
patdégeno) con una cinta métrica en centimetros
y el porcentaje de inhibicion de esporulacién
(PIE) en el patégeno. La estimacién de PIC y
PIE se realizd segun Vincent, como lo sugiere
Latiegue (1990), indicada en las ecuaciones 1y
2, respectivamente.

PIC =100 (C-T)/ C (1)
PIE=100 (C-T)/C (2)
donde:

C: crecimiento micelial del control.
T: crecimiento o esporulacion del tratamiento.

Se aplicé un disefio experimental completamente
aleatorizado con cinco repeticiones (un control de
cada tratamiento), donde la unidad experimental
fue cada placa de Petri del antagonista con el
respectivo hongo patégeno y el hongo patégeno
solo, los analisis se realizaron por la via
paramétrica para analizar la varianza (ANAVAR),
previa comprobacion de la distribucion normal

de los datos, mediante la prueba W de Shapiro-
Wilks (1965), la homocedasticidad de las
varianzas mediante la prueba x? de Bartlett
(1937). Las comparaciones multiples de medias
se realizaron mediante el uso de las pruebas
HSD de Tukey con un nivel de significancia
a= 0,05; utilizando el programa STATISTICA
versiones 7 y 8 (2002-2007) para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos para la identificacion
de las especies de Trichoderma presentes en
las muestras de suelos analizados, se senalan
en el Cuadro 1. Se obtuvieron doce aislados de
Trichoderma spp., de los cuales nueve fueron
referidos a T. harzianum Rifai y el resto a las
especies T. longibrachiatum Rifai, T. koningiopsis
y T. crassum (Bissett, 1991a).

Es importante resaltar, haber encontrado
unicamente en el cultivo del maiz a la especie T.
longibrachiarum. Particularmente, esta especie
fue identificada en suelos del estado Carabobo,
razon por la cual debe tomarse en consideracion
su asociacién con un cultivo tan importante como
el maiz. Del mismo modo, es interesante sefalar
que se encontrd coexistencia de especies
solo entre T. harzianum y T. koningipsis en los
suelos de Tucutunemo. Se reporta la presencia
de T. harzianum en varios cultivos, mientras
que T. crassum y T. koningiopsis solamente
aparecieron asociados al cultivo de la caraota.

Pareciera existir una especificidad de especies
asociada a los cultivos de maiz, sorgo y tomate,
mientras que en el caso de la caraota, se
consigue la asociacion con varias especies
de Trichoderma. Esto pudiera ser de rele-
vancia al momento de disefiar estrategias de
control biolégico en estos cultivos utilizando
Trichoderma.

Se logré identificar los aislamientos de
Trichoderma spp., utilizando los criterios
de identificacion taxondémica y tomando en
consideracion las caracteristicas fundamentales
descritas por (Bissett, 1991 a,b,c; Rifai, 1969). En
el Cuadro 2, se pueden observar las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de los aislados de
las especies de Trichoderma spp.
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Cuadro 1. Identificacion de las especies de Trichoderma presentes en las muestras de suelos

analizados.

Nombre del aislado Cultivo presente

Procedencia

Identificacion

Saman Mocho Maiz Estacién experimental Saman Mocho,
FAGRO U.C V., estado Carabobo. T. longibrachiatum
JCFAQO5 Caraota Caicara, estado Aragua T. harzianum
FTSCO5 Tomate Finca Los Apamates,
El Sombrero, estado Guarico T. harzianum
J10 Tomate Via Camatagua, estado Aragua T. harzianum
19 Sorgo Base Aérea El Libertador, Palo Negro,
estado Aragua T. harzianum
San Miguel Caraota Via Cagua — Villa de Cura, estado Aragua T. harzianum
06141 Caraota Arenales, estado Aragua T. crassum
06143 Caraota Finca Anapiar, estado Aragua T. harzianum
06146 Caraota Finca Los Dolores, estado Aragua T. harzianum
06153 Caraota Finca El Mochuelo,
Valles de Tucutunemo, estado Aragua. T. harzianum
06152 Caraota Valles de Tucutunemo, estado Aragua T. koningiopsis
06151 Caraota Finca El Mochuelo;

Valles de Tucutunemo, estado Aragua

T. harzianum

En las Figuras 1, 2 3, y 4 se muestran algunas
caracteristicas de crecimiento de T. harzianum,
T. crassum, T. koningiopsis, T. longibrachiatum,
respectivamente.

Evaluacionin vitro de la capacidad antagonica
de los aislados de Trichoderma spp., con
respecto a Macrophomina phaseolina

Al realizar el analisis de los datos mediante la
prueba Shapiro-Wilk (1965), se obtuvo un valor
w=0,93, indicando la distribucion normal de los
datos. La homocedasticidad de las varianzas se
estimé mediante el parametro x? de Bartlett, dando
un valor de 3,97, sefnalando que las varianzas
son homogéneas y que las fuentes de variacién
son las mismas.

Una vez establecida la normalidad de la
distribucion de los datos, se realizé el ANAVAR
para los datos de PIC y PIE. En ambos casos
se obtuvieron diferencias significativas entre
los tratamientos, indicando que los aislados

10

estudiados presentaron un poder antagonico
diferente en el control de M. phaseolina. En virtud
de las diferencias observadas, se procedié
a clasificar los aislados para establecer los
diferentes niveles de antagonismos o poder de
control que exhibieron.

Para ello se realizoé la prueba DSH de Tukey,
que permitid evidenciar la existencia de cuatro
grupos (Figura 5). Como se observa, el aislado
06141 perteneciente a la especie T. crassum,
present6 el mayor PIC (91,50%), conformando
el primero de los grupos en cuanto a efectividad
de control.

Un segundo grupo se ubicé el aislado 06152
identificado como T. koningiopsis con un PIC de
77,48%; seguido de un tercer grupo conformado
por los aislados 19, 06151, J10, 06153, 06143
y 06146, todos agrupandose en la especie de
T. harzianum y un PIC de 74,31 hasta 69,86,
notandose una pequefa diferencia en el control
de esta especie.
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Cuadro 2. Identificacién de los aislamientos de Trichoderma harzianum, Trichoderma longibrachiatum y
Trichoderma koningiopsis.

Nombre del Caracteristicas i . L. Especies de
. . o . Caracteristicas microscépicas .
aislamiento macroscopicas Trichoderma

Hifas hialinas, conidiéforo con ramificacion
intricada, de una longitud de 123,5 x 3,8 ym y una
base de 3.8 um, fidlides de forma ampuliforme a
flageliforme (4,75 x 3,8 pm), con una base de
2,85 um, conidios globosos a subglobosos, de
pared lisa, color verde oliva, longitud de 3,8 a

06143
06146
FTSCO05  Crecimiento moderadoa
JCFAO05 rapido, micelio algodo-

06513 noso, anillos concén- T. harzianum

19 tricos, no ,tm(? el medio, 4,75 x 2,85 a 3,8 uym, abundantes clamidosporas
J10 no presento pustulas. . :
06151 terminales e intercalares, de forma globosa a
. subglobosa con pared hialina, sus dimensiones
San Miguel

fueron 9,5 a 11,4 x 8,55-9,5 ym.

Hifas con septos, hialinas, conidiéforo con
ramificacion cerrada, y una longitud de 323 x
3,8 um de 2 a 5 fialides por verticilo, de forma
ampuliforme a flageliforme (8,55 x 2,85 ym) con
base de 1,9 um, presenté extensiones fértiles
y estériles, conidios elipsoidales, de pared T. crassum
lisa, color verde palido, de longitud 4,75 a 5,7
x 3,8 a 4,75 pym, demostré poca produccion de
clamidosporas terminales e intercalares, de forma
subglobosa, con pared lisa, sus dimensiones
fueron de 14,25 x 4,75 pm.

Crecimiento rapido, micelio
algodonoso, formacion
de exudado color verde
claro, presentd pustulas.

06141

Hifas hialinas, conidiéforos con ramificacion
abierta, fidlides flageliformes (9,5 a 11,4 x 0,95
Crecimiento rapido, mice- a 1,9 ym), conidios subglobosos, color verde
lio algodonoso. oliva, 2,85 x 1,9 um. Clamidosporas terminales
globosas a subglobosas, lisas, hialinas, 6,65 x
6,65 pm.

06152 T. koningiopsis

Hifas hialinas, conidiéforo con ramificacion

cerrada, de longitud 4,95 x 2,85 um y una base de

2,85 um, de 3 a 5 fialides por verticilos de forma
TiAd el medio de color ampuliforme a flageliforme 5,7 x 1,9 umy una base
amarillo, formando agre- de 1,9 ym, present¢ fialides intercalares de forma T. longibrachiatum
gados de conidios. ampuliforme, de longitud 2,85 x 1,9 ym y una

base 0,95 ym, conidios de forma subglobosos a

elipsoidales de pared lisa, color verde oliva, de

longitud 2,85 x 1,9 um.

Saman
Mocho

11
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Figura 1. Trichoderma harzianum. Aislados 06146, 06143, FTSCO05, JCFA05, 06153, 19, J10 y San
Miguel. a) formacién de anillos concéntricos; b) conidiéforos con ramificacion intrincada

tipo Gliocladium; c) conidios globosos; d) clamidosporas subglobosas.

d

. A : Y
Figura 4. Trichoderma longibrachiatum. Aislado Saman Mocho: a) colonia del hongo; b) conidioforo;
c) fialide intercalar; d) conidios elipsoidales; e) clamidosporas intercaladas.
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Figura 5. Pruebas MDSH de Tukey con un nivel de significancia de a =0,05; empleadas
para determinar el PIC de cada uno de los aislados de Trichoderma sobre el
patdégeno Macrophomina phaseolina.

En el cuarto grupo se encuentran los aislados
San Miguel, FTSC05, JCFAO05 y Saman Mocho
con valores comprendidos entre 67,33y 68,41%,
respectivamente; los tres primeros pertene-
ciente a la especie T. harzianum y el ultimo a
T. longibrachiatum.

Con relacion al PIE, las pruebas de medias de
Tukey demostraron la existencia de cinco grupos
(Figura 6) donde el primer grupo estuvo confor-
mado por los aislados 06141 (T. crassum) y
06143 (T. harzianum), los cuales presentaron
un PIE de 91,02 y 84,69, respectivamente. Un
segundo grupo conformado unicamente por
el 06146 (T. harzianum) mostrando un PIE de
83%; el tercer grupo que incluye a J10, JCFAQS5,
06153, San Miguel, 19, FTSCO05 (todos identi-
ficados como T. harzianum) y Saman Mocho
(T longibrachiatum) con valores del PIE entre
75,18 y 79,44%, el cuarto grupo al aislado
06152 (T. koningiopsis); un quinto grupo al
06151 (T. harzianum) con un PIE de 65,09%.

El aislado 06141 perteneciente a la especie
T. crassum, fue el hongo mas eficiente en el control
de M. phaseolina, quien fue el que presenté mayor
PIC y PIE, 91,50 y 91,02%, respectivamente.
Otros aislados de Trichoderma spp., promisorios
en el control de M. phaseolina fueron los 0641,
06146 y J10, que mostraron menores valores
del PIC y mayores valores del PIE.

13

Estos resultados coinciden con los sefialados por
Pineda y Gonnella (1988), quienes encontraron
dos aislados de Trichoderma capaces de inhibir
el desarrollo y produccion de esclerocios de
M. phaseolina obtenidos de plantas de ajonjoli.
Sobre la base, los aislados mas eficientes en el
control de M. phaseolina fueron 06141, 06143,
06146 y J10 (Figura 6), presentando menores
valores del PIC y mayores valores del PIE; esto
es lo mas importante en un antagonista eficiente
ya que los esclerocios representan la principal
forma de propagacion en el campo del patégeno.

Por su parte, Watanabe et al. (1967) demos-
traron la existencia de una relacion directamente
proporcional entre la incidencia de la enfer-
medad y la cantidad de esclerocios en el
campo (densidad de inéculo). En cuanto a los
principales mecanismos de accién observados
en esta investigacion se encuentra la antibiosis
(Grondona et al., 1995), quienes senalaron a
Trichoderma capaz de inhibir el crecimiento
y esporulacion de diversos patégenos sin
necesidad de que exista contacto entre las hifas
de Sclerotium sp. y Sclerotinia sp.

Igualmente, se demostré que T. koningiopsis
produce metabolitos volatiles que inhibieron el creci-
miento de Fusarium oxysporum f sp. lycopersici, y
en segundo lugar se pudo observar el crecimiento
del aislado de Trichoderma sobre el patdgeno.



Vol. 62 (1 -4) AGRONOMIA TROPICAL 2012
100 -
a
90 = a
ab
be
80 o | 91,02 : i i " abe abe abe
84,69 o

70 o 7944 7895 7876 778 be c
. : 76,18 7575 | | 7548
2 60+
e 66,04 6509
W 50+
& w0

30 -

20

10 -

0 T L] L Ll L] Ll Ll L) L] L) L] L]
06141 06143 06146  JI0  JCFAO5 06153 San  FTSCO5 19 Saman 06152 06151
Miguel Mocho

Aislamientos de Trichoderma spp.

Figura 6. Pruebas MDSH de Tukey con un nivel de significancia de a =0,05, empleadas para
determinar diferencias entre el control ejercido (PIE) de cada uno de los aislados de
Trichoderma sobre el patégeno Macrophomina phaseolina.

CONCLUSIONES

De las zonas productoras de caraota, maiz, tomate
y sorgo en los estados Aragua, Carabobo y Guarico
se identificaron a nivel de especie, si va de doce
aislados de Trichoderma, nueve fueron referidos a
T harzianumYy tres aislados; referidos a T. crassum,
T. longibrachiarumy T. koningiopsis. En el caso de
sorgo y tomate, se encontré una especie asociada
a cada cultivo que fue T. harzianum; dos especies
se encontraron asociadas a caraota y solo hubo
coexistencia entre T. harzianumy T. koningiopsis'y
para el cultivo de maiz solo se encontrd la especie
de T. longibrachiatum.

En el PIE en el patdégeno se demostré la existencia
de cinco grupos; el primero conformado por los
aislados 06141 y 06143, los cuales presentaron
un valor de 91,02 y 84,69, respectivamente; un
segundo por el 06146 con un 83%; el tercero que
incluye a J10, JCFAQ05, 06153, San Miguel, 19,
FTSCO05 y Saman Mocho con valores del PIE
entre 75,18 y 79,44%, respectivamente; el cuarto
al 06152 (T. koningiopsis); un quinto al 06151
(T. harzianum) con un PIE de 65,09%. El aislado
06141, perteneciente a la especie T. crassum,
fue el hongo con mayor eficiencia en el control
de M. phaseolina.
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Los aislados de Trichoderma inhibieron el
desarrollo y produccion de esclerocios de
M. phaseolina donde el 06141 presento el mayor
PIC (91,50%), un segundo grupo se encontrd
el 06152 con 77,48%, seguido de un tercer
grupo conformado por los aislados San Miguel,
FTSCO05, JCFAQ5 y Saman Mocho, con valores
comprendidos entre 67,33 y 68,41%.
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