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Resumen: En este estudio se determind la capacidad antagénica de aislamientos de 7. harzianum para el control de Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum en raices de plantas de tomate. Se obtuvieron 6 aislamientos de 7. harzianum de 6 municipios
del estado Trujillo, empleando la técnica de siembra directa de raices en agar agua acidificada. El antagonismo se realiz6 en cultivos
duales utilizando agar papa dextrosa, incubados a 25 °C, bajo un disefio al azar, con 18 tratamientos conformados por cada aislamiento de
T harzianum y cada patdgeno, 3 tratamientos testigos correspondientes a cada patégeno y 3 repeticiones por tratamiento, evaluandose el
modo de accion e inhibicion del crecimiento radial al tercer dia. Todos los aislamientos de 7. harzianum mostraron un rapido crecimiento
sin diferencias significativas entre ellos (p>0,05), atin cuando se observo que el T121 fue mas eficaz como controlador. Al comparar el
crecimiento de los aislamientos de 7. harzianum con el de los hongos patogenos, se obtuvieron diferencias significativas (p<0,05). Cuatro
aislamientos de 7. harzianum presentaron accion micoparasitica y dos de tipo antibiosis, mecanismos caracteristicos de estas especies de
biocontroladores. Todos los aislamientos de 7. harzianum estudiados pueden ser utilizados para el control de patdgenos de tomate.
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In vitro evaluation of Trichoderma harzianum for control of Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, and Fusarium oxysporum in tomato plants

Abstract: This study determined the antagonistic capacity of 7. harzianum isolates for control of Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, and
Fusarium oxysporum in the roots of tomato plants. Six 7. harzianum isolates were obtained from 6 municipalities of Trujillo State, using
the direct inoculation of roots in acidified water agar technique. The antagonism was carried out in dual cultures using potato dextrose
agar, incubated at 25 °C, under a random design, with 18 treatments conformed for each 7. harzianum isolate and each pathogen, 3 control
treatments corresponding to each pathogen, and 3 repetitions per treatment, evaluating the mode of action and inhibition of radial growth at
the third day. All the 7. harzianum isolates showed rapid growth without significant differences among them (p>0.05), even though it was
observed that T121 was more efficient as controller. When comparing the growth of the 7. harzianum isolates with that of the pathogenic
fungi, there were significant differences (p<0.05). Four T harzianum isolates showed mycoparasitic action, and two antibiosis type action,
which are characteristic mechanisms of these bio-controlling species. All the T. harzianum isolates studied can be used for the control of
tomato pathogens.

Keywords: biological control, antagonism, Trichoderma harzianum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum.
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Introduccién demanda requerida. En Venezuela, el cultivo de tomate
representa la principal hortaliza de produccion, alcanzando

El tomate (Lycopersicon esculentum M.) es uno de los para el afio 2010 las 225.340 toneladas [1].
cultivos horticolas con mayor area cultivada a nivel mundial Enlos semilleros de tomate del estado Trujillo son comunes
y, dada su importancia econémica, es necesario realizar un los hongos del suelo como Pythium sp., Rhizoctonia sp. y

buen manejo de plagas y enfermedades, para mantener la Fusarium sp., que causan la enfermedad conocida como
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“sancocho” o necrosis del tallo, siendo esta la enfermedad
mas importante en plantulas de tomate, debido a las
grandes pérdidas que ocasiona en esta etapa del cultivo
[2,3]. Es comtn realizar el control de esta enfermedad con
productos quimicos; sin embargo, su uso inconsciente ha
traido como consecuencia la resistencia de los hongos del
suelo a fungicidas, contaminacion de los suelos, deterioro
de la calidad del aire, agua y alimentos, asi como también
perjuicios a productores y consumidores [4-6].

La proteccion al medio ambiente y el desarrollo
humano sustentable van de la mano. Sin embargo, uno
de los problemas mas importantes, a nivel mundial, es la
conservacion del ambiente y la salud humana, por lo que
resulta innegable la necesidad de ampliar la investigacion
sobre la creacion y utilizacion de métodos bioldgicos para
la proteccion de los cultivos [7,8].

Uno de los métodos utilizado con este propdsito es el
control bioldgico a través de antagonistas. Los hongos
del género Trichoderma poseen buenas cualidades por su
versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacion, lo que
ha permitido su utilizacion en el manejo de enfermedades
de plantas causadas por patogenos flingicos del suelo,
como Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y
Fusarium, entre otros [8-11].

Los mecanismos de accion mediante los cuales los
aislamientos del género Trichoderma enfrentan al patdgeno,
son fundamentalmente de 3 tipos: competencia directa por
el espacio o los nutrientes, fungistasis mediante produccion
de metabolitos secundarios de naturaleza volatil o no volatil
y parasitismo directo de las especies sobre los hongos
fitopatogenos [10-17].

A nivel mundial existen formulas comerciales basadas en
el uso de especies de Trichoderma para el control de hongos
fitopatogenos, las cuales no tienen el mismo efecto en todas
las regiones agricolas, debido a la diversidad de condiciones
ambientales existentes en la naturaleza, que disminuyen
la efectividad de estos productos [18]. Por esta razon, es
necesaria la busqueda de aislamientos de Trichoderma
autoctonos o nativos de cada region, que tengan efecto en
el control de hongos patdégenos de plantas bajo nuestras
condiciones ambientales.

El control bioldgico basado en hongos como Trichoderma,
es una estrategia efectiva a largo plazo, ya que es necesaria
la adaptacion del microorganismo al ambiente y su
establecimiento en los ecosistemas, un mecanismo muy
diferente al de los productos quimicos, que son compuestos
inertes. Todos estos aspectos deben tenerse en cuenta dentro
del manejo integrado de enfermedades de plantas [18].

El objetivo de esta investigacion fue evaluar in vitro
aislamientos autoctonos de Trichoderma harzianum
provenientes de la rizosfera de raices de plantas de tomate,
para el control de R. solani, S. rolfsii y F. oxysporum.

Materiales y métodos

Toma de muestra en campo: Se muestrearon diferentes
zonas productoras de tomate en seis municipios del estado

Trujillo. De cada siembra se tomaron 10 plantas, las
cuales fueron escogidas entre toda la superficie sembrada.
Se extrajeron plantas completas con las raices y parte de
suelo alrededor de ellas, se colocaron en bolsas plasticas
y fueron trasladadas al laboratorio para su procesamiento.
Los aislamientos de 7. harzianum se realizaron a partir
de plantas aparentemente sanas y, los aislamientos de los
hongos del suelo patogenos del tomate, se obtuvieron de
plantas enfermas con necrosis a nivel de cuello o raiz o con
sintomas de marchitez.

Identificacion y conservacion de aislamientos de T.
harzianum presentes en siembras de tomate: Los
aislamientos de 7. harzianum se aislaron de la rizosfera,
empleando la técnica de siembra directa de raices sin lavar
en agar agua acidificada (AAa); ésta es una técnica que se
implementd en nuestro laboratorio debido a que, comparada
con las comunmente utilizadas (diluciones seriadas de
muestras de suelo o lavado de raices propuesta por Garret
[19]), se logro el aislamiento de colonias de hongos con
menor contaminacion bacteriana (muy comin en muestras
del suelo), asi como colonias puras de los mismos en menor
tiempo. La técnica consistio en cortar segmentos de lcm
de raices secundarias provenientes de plantas de apariencia
sana, eliminar el exceso de suelo con papel absorbente
estéril y sembrar en medio de cultivo AAa en cajas de Petri,
realizando observaciones periodicas para determinar la
presencia de colonias de hongos, y asi aislar las colonias
puras en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA). Se
descartaron las colonias de otros hongos, se seleccionaron
las de color verde y se procediod a su identificacion a través
del montaje en lamina y el uso de las claves taxondmicas
para el género Trichoderma de Barnett & Hunter [20]; para
la identificacion de la especie 7. harzianum se usaron las
claves de Domsch et al [21]. Todos los aislamientos fueron
purificados y preservados en tubos de ensayo con PDA a
temperatura de 10 °C para su posterior utilizacion.

Aislamiento e identificacion de patogenos del suelo,
asociados a plantas de tomate con necrosis del tallo: De
la zona necrosada del tallo o raiz de la planta se tomaron
fragmentos que fueron desinfectados con hipoclorito de
sodio al 1% por 3 min. Posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril y se secaron con papel absorbente estéril, en
condiciones de asepsia dentro de una camara de aislamiento;
se tomaron fracciones de 1 cm del area de avance de la
enfermedad entre tejido necrosado y tejido sano [22], las
cuales se sembraron en cajas de Petri con medio de cultivo
PDA y se incubaron a temperatura ambiente (27 °C). Se
realizaron observaciones diariamente hasta la aparicion de
colonias, las cuales fueron purificadas e identificadas en
género y especie mediante claves taxonémicas [20,21,23],
tomando en cuenta caracteristicas como tipo de micelio,
esporas o estructuras de resistencia. Se preservaron en tubos
de ensayo con PDA para su posterior utilizacion.

Efecto antagonico de 6 aislamientos de T. harzianum
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sobre los hongos R. solani, S. rolfsii y F. oxysporum: Las
pruebas de enfrentamiento se realizaron empleando la
técnica de cultivo dual [24]. Para ello se utilizaron cajas
de Petri con 10 mL de medio de cultivo PDA. Se coloco
en un extremo de la caja de Petri un disco de agar de 4 mm
de didametro con micelio del hongo patogeno (R. solani, S.
rolfsii o F. oxysporum) y en el extremo opuesto otro disco
de 4 mm con micelio del antagonista (6 aislamientos de
T. harzianum) con distancia de 4,5 cm aproximadamente
entre ellos. Como testigos se colocaron en cajas de Petri los
hongos fitopatdgenos en un extremo sin la presencia de 7.
harzianum. Posteriormente, los cultivos se incubaron a 27
°C hasta el contacto fisico de antagonista y patégeno. Se
realizaron mediciones del crecimiento radial de los hongos
cada 24 horas.

Eneste ensayo se utilizaron 6 aislamientos de 7. harzianum,
uno de cada municipio bajo estudio y se realizé un disefio
completamente al azar, con 18 tratamientos conformados
por cada aislamiento de 7. harzianum y cada patdégeno y 3
tratamientos testigos correspondiente al crecimiento de cada
patdgeno para un total de 21 tratamientos, con 3 repeticiones
por tratamiento, evaluandose el modo de accion e inhibicion
del crecimiento radial al tercer dia.

El antagonismo de 7. harzianum se evidencio estudiando
las variables radio de crecimiento del antagonista, radio de
crecimiento del patégeno y porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial. Se tom6 como indice de antagonismo
la invasion del antagonista sobre la superficie del micelio
patdégeno tomado en cuenta la escala mostrada en la tabla 1
[10]. El antagonismo se evalué comparando las velocidades
de crecimiento, para lo cual se midieron los radios de

Tabla 1. Escala de evaluacion del antagonismo in vitro, tomando en cuenta
la invasion de la superficie, colonizacion y esporulacion de Trichoderma
harzianum sobre Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium
oxysporum.

Grado Capacidad Antagonica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo.

Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo

patoégeno.

2 Invasion de ' de la superficie de la colonia del hongo
patogeno.

3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo
patogeno.

4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo

patogeno, esporulacion sobre ella.

Ezziyyani M. et al [10].

crecimiento del patdgeno, de los antagonistas y del testigo.
Asi mismo, se evalué el porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial, a través de la formula de Ezziyyani [10]:
PICR = (R1 —R2)/R1 x 100; donde R1 y R2 son los radios
mayor y menor respectivamente de crecimiento radial de
los patogenos.

Para determinar el parasitismo, como posible mecanismo

de accion de los seis aislamientos de 7. harzianum, se
realizaron observaciones microscopicas de una muestra de
la zona de encuentro en los cultivos duales, colocada en un
portaobjeto y observada en un microscopio binocular marca
Olympus modelo CX21 FS1, con aumento de 100X, donde
se observo la interaccion de las hifas antagonistas con las
del patdgeno, asi como también el modo de accidén por
enrollamiento.

Los datos fueron analizados a través de un ANOVA y una
comparacion de medias de Tukey, a través del programa
estadistico SAS Version 9.1.

Resultados y discusion

Identificacion de aislamientos de T. harzianum presentes
en siembras de tomate: Se encontraron un total de 11
aislamientos de Trichoderma en todas las siembras de
tomate de los municipios estudiados, de las cuales 6 se
identificaron como 7. harzianum; los otros aislamientos
fueron preservados para estudios posteriores y forman parte
de la coleccion del laboratorio.

Identificacion de hongos patogenos del suelo asociados a
la rizésfera de plantas de tomate: Del analisis de plantas
con sintomas de enfermedad se identificaron los hongos R.
solani, S. rolfsiiy F. oxysporum, reconocidos como patdgenos
que causan enfermedades en este cultivo, disminuyendo
drasticamente la produccion. Estos hongos son causantes
de pudriciones de raices, marchitez y muerte de las plantas
en semilleros y plantaciones de tomate; poseen la capacidad
de mantenerse viables en el suelo atin en presencia o no del
hospedero, debido a la presencia de esporas de resistencia
como clamidosporas y estructuras como esclerocios [3,25-
28].

Efecto antagonico de 6 aislamientos de T. harzianum sobre
los hongos R. solani, S. rolfsii y F. oxysporum.

Competencia de nutrientes y espacio: Se determind la
competencia por nutrientes y espacio, encontrandose que los
6 aislamientos de 7. harzianum (T813, T622, T121, T412,
T523 y T212), se desarrollaron a una velocidad mayor a
la de R. solani, S. rolfsii y F. oxysporu. Los aislamientos
de T harzianum tuvieron un crecimiento promedio de 6,9;
6,6; 7,1; 6,5; 6,6 y 6,4 cm respectivamente al tercer dia
de enfrentamiento, mientras que los patdgenos mostraron
un crecimiento limitado en cultivo dual, con un promedio
de 2,3 cm en todos los casos. La tasa de crecimiento de
Trichoderma y de los fitopatdgenos permitié determinar si
en los cultivos apareados se debe sembrar uno de ellos antes
(1 o 2 dias), para conocer todo el potencial de produccion
de los metabolitos secundarios de los hongos [29]. En otras
investigaciones de cultivos apareados entre Trichoderma
spp. y varios fitopatdgenos se han encontrado diferencias en
el grado de antagonismo [30-32].

Todos los aislamientos de 7. harzianum superaron
en crecimiento a los tres patdgenos con diferencias
significativas (p<0,05) en la velocidad de crecimiento del
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antagonista y el patdgeno, observandose que el aislamiento
T121 tuvo un crecimiento levemente mayor que los otros
aislamientos de este hongo; sin embargo, no se obtuvieron
diferencias significativas (p<0,005) entre los 6 aislamientos
de T. harzianum estudiados (Tabla 2). El hecho de que los
aislamientos de 7. harzianum tuvieran contacto rapidamente
con los hongos patdogenos en un lapso de 3 dias, indica
que existe agresividad; en este sentido Benhamou y Chet
[33], indicaron que existe gran agresividad por parte del
antagonista 7. harzianum y susceptibilidad del fitopatogeno
R. solani, con contacto desde el segundo dia después de la
inoculacion. Sin embargo, se pueden obtener resultados
diferentes con un primer contacto entre los 4 y 6 dias en
enfrentamientos entre 7. harzianum y F. subglutinans [31].
La velocidad de crecimiento es un cardcter ventajoso en
la disputa por colonizar el area, compitiendo por espacio
y nutrientes; ésta es una manera de ejercer biocontrol, al
reducir o detener completamente el desarrollo del micelio
[24].

Tabla 2. Grado de parasitismo de 7. harzianum sobre R. solani, S. rolfsii'y
F oxysporum en condiciones in vitro.

Grado de Parasitismo

Aislamiento

R. solani S. rolfsii FE oxysporum
T813 2a 1b 1b
T622 Oc Oc Oc
Ti121 2a 1b 1b
T412 Oc Oc Oc
T523 1b 1b 1b
T212 2a 1b b

Letras iguales no presentan diferencias significativas. Prueba de Tukey
(p<0,05).

Lo anterior permite plantear que, con los aislamientos
autoctonos de 7. harzianum, es probable llegar a un
control eficaz de los hongos patdgenos R. solani, S.
rolfsii y F. oxysporum en el cultivo de tomate, cuando se
aplica de forma preventiva en semilleros y plantaciones
definitivas, lo que permite la colonizacion de la rizosfera
por la rapidez de crecimiento del hongo, impidiendo que
proliferen poblaciones elevadas de hongos patogenos cerca
de las plantas, siendo mas eficiente cuando el antagonista se
encuentra adaptado a las condiciones del medio ambiente
[34]. Es conveniente evaluar todos estos aislamientos en
bandejas germinadoras y semilleros, utilizando diferentes
dosis, para dar una recomendacion mas apropiada y similar
a las condiciones naturales.

Inhibicion del crecimiento radial de F. oxysporum, R.
solani y S. rolfsii: La inhibicion del crecimiento se midid en
todos los tratamientos al tercer dia (Figura 1), ain cuando
en algunos casos el antagonista se encontraba distante del
patogeno a través de la antibiosis, mecanismo de accion
caracteristico para estas especies de biocontroladores, que
se manifiesta por la asociacion entre organismos o entre un

F. oxysporum
S. rolfsii
F. exysporum
S. rolfsii
F. oxysporum
F. oxysporum
S. rolfsii
F. oxysporum
S. rolfsii
F. oxysporum

Aislamientos de T. harzianum Vs. hongos del suelo patégenos de tomate

Figura 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial en cultivos duales
de R. solani, S. rolfsii 'y F. oxysporum con aislamientos de 7. harzianum al
tercer dia de evaluacion.

organismo y un producto metabolico de otro organismo,
que resulta perjudicial para uno de ellos [35]. La forma
en que 7. harzianum probablemente inhibe el crecimiento
radial, aun estando a distancia del patogeno, esta mediada
por diversos mecanismos, destacandose la produccion de
compuestos inhibitorios al medio, antibiosis por produccion
de metabolitos volatiles y no volatiles (entre los cuales se
encuentran, pirones, isocianatos, pépticos, y trichocinas),
la produccion de enzimas extracelulares difusibles hacia el
patdgeno (tales como peptinasas, cutinasas, glucanasas y
quitinasas), asi como inactivacion de las mismas [36,37].

En los cultivos duales, la reduccion del crecimiento de
R. solani (Figura 2), se evidenci6 al tercer dia en todos los
tratamientos, con un porcentaje de inhibicién superior al
50%; el aislamiento T121 present6 el mayor porcentaje de
inhibicion de crecimiento contra los 3 hongos patégenos,
con un 80%, 72% y 71% para F. oxysporum, R. solani 'y S.
rolfsii, respectivamente, seguido por el aislamiento T813,
con un 66%, 62% y 60% para los hongos mencionados
anteriormente en el mismo orden, con diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0,05); los demas
aislamientos no presentaron diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de inhibicion.

Figura 2. Inhibicion del crecimiento de S. rolfsii, R. solani 'y F. oxysporum
frente aislamientos de 7. harzianum en cultivos duales, al septimo dia, a 27
°C. (Flecha: posible fungistasis).

Los valores de inhibicion para F. oxysporum obtenidos
en este trabajo son similares a los reportados por Michel-
Aceves et al. [31,38], quienes encontraron que al evaluar
el efecto antagonico de aislados nativos de Trichoderma
spp, sobre el crecimiento del micelio de F. oxysporum 'y F.
subglutinans, los valores maximos de inhibicion fueron de
47,6% y 73%, respectivamente. En otra investigacion se
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inform6 un alto porcentaje de inhibicion (77,8%) para F.
oxysporum f. sp. lycopersici [39].

Los mecanismos empleados por los agentes de control
biologico, para controlar enfermedades de las plantas son
muchos y complejas, y dependen del tipo de interaccion
hospedero-patogeno. Estos mecanismos pueden verse
influenciados por el tipo de suelo, la temperatura, pH,
humedad del ambiente y del suelo, asi como por otros
miembros de la microflora [36].

Se conoce que para el manejo de hongos del suelo,
especialmente de F oxysporum, se deben realizar
aplicaciones de biocontroladores de manera preventiva, por
lo tanto es conveniente elegir un aislamiento del antagonista
que tenga una velocidad mayor de crecimiento que el hongo
patoégeno, semejante al comportamiento del aislamiento
T121.

Grado de parasitismo de 6 aislamientos de Trichoderma
harzianum. Cuatro aislamientos (T813, T121, T523, T212)
presentaron modo de accion del tipo micoparasitico y dos del
tipo fungistatico (T622, T412) (Figuras 2 y 3). Los primeros
lograron crecer sobre la mitad de la superficie del micelio de
R. solani, S. rolfsii y F. oxysporum, presentando diferencias
significativas (p<0,05) en el grado de parasitismo con
respecto a la invasion grado 1 de S. rolfsii y F. oxysporum. El
parasitismo se evidencio en las observaciones microscopicas,
que mostraron enrollamiento de las hifas de 7. harzianum.

Figura 3. Enrrollamiento de 7. harzianum ejercido sobre F. oxysporum
(100X).

Existen informes de investigaciones donde F. oxysporum
puede ser atacado por especies de Trichoderma y se ha
observado parasitismo de aislamientos de este antagonista
sobre F. solani [40,41].

El género Trichoderma esta catalogado entre los agentes
de control biologico mas eficientes, debido al amplio
espectro antagonista que presenta, la produccion de enzimas
extracelulares con actividad antibidtica, el parasitismo y la
habilidad de incrementar el desarrollo y crecimiento de las
plantas, entre otros mecanismos de accion [35,36,42].

Conclusiones

Los seis aislamientos de T. harzianum evaluados en este

estudio son promisorios, en condiciones in vitro, para el
control de hongos patogenos del tomate.

Los principales modos de accion de los aislamientos de 7.
harzianum fueron parasitismo y competencia de nutrientes
y espacio, ya que se desarrollaron rapidamente, superando
el crecimiento de R. solani, S. rolfsii y F. oxysporum,
impidiendo el desarrollo normal e inhibiendo en mas del
50% su desarrollo.
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