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RESUMEN

La incidencia de las enfermedades causadas por Rhizoctonia solani Kihn en las plantas aumenta cada afo. Su control
es fundamentalmente con productos quimicos, en su mayoria muy téxicos. Por tal razén, se investigan alternativas
bioplaguicidas. Trichoderma spp. es uno de los hongos mas utilizados para el control biolégico de plagas, por sus
propiedades y mecanismos de accién: competencia por el sustrato, antibiosis y micoparasitismo. Este trabajo tuvo
como obijetivos la identificacién molecular y evaluacién patogénica de 13 aislamientos del género Trichoderma
frente a aislamientos de R. solani. Se evalué su efecto antibiético sobre aislamientos de 3 grupos de anastomosis
de R. solani (AG-2.1, AG-5, AG-8) por el método de celofdén. La identificacion molecular partié de la secuenciaciéon
del espaciador interno del transcrito de la regién del ADN ribosomal y del factor de elongacién de la traducciéon
EF1A. Mas del 70 % de los aislamientos evaluados ejercié un efecto fungistatico; mientras que el resto actué como
fungicida. La evaluacién de la eficacia técnica en condiciones de campo corroboré estos resultados. A partir de la
secuenciacién y comparacién de los datos de las secuencias depositadas en TrichoBLAST/GenBank, se comprobo
que todos los aislamientos tenian el 100 % de identidad con la especie Trichoderma asperellum Samuels. Se selec-
cionaron los aislamientos 3, 13, 17, 75, 78, 85 y 90 como promisorios agentes de control biolégico, por su alto
potencial antibiético y eficacia técnica en condiciones de campo.
Palabras clave: Trichoderma asperellum, Rhizoctonia solani, espaciador interno del transcrito,
factores de elongacién transcripcional, efecto fungicida, efecto fungistatico
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ABSTRACT

Molecular identification and pathogenic evaluation against Rhizoctonia solani Kihn of thirteen isolates of
Trichoderma spp. The incidence of diseases caused by Rhizoctonia solani Kihn increases every year. Control of this
disease is mainly done with the application of chemicals, more highly toxic. For this reason it is necessary to apply
new control alternatives Trichoderma spp. is one of the biological control of this pathogen, for the friendly behavior
and the different mechanisms of action, such as competition for the substrate, antibiosis and/or mycoparasitism. The
present work had as objectives the molecular identification and the pathogenic evaluation, against R. solani isolates,
of 13 isolates of the genus Trichoderma. For this, the antibiotic effect of Trichoderma asperellum on three R. solani
anastomosis groups (AG-2.1, AG-5, AG-8) was evaluated by the method of cellophane. The characterization was
carried out by sequencing the Internal Transcribed Spacer (ITS) of the rDNA region, as well as the EF1A translation
elongation factor. Over 70 % of the strains tested showed fungistatic effect, whereas the rest showed fungicide effect.
This was corroborated by the technical effectiveness under field conditions. After sequencing and comparison of data
obtained with other sequences deposited in TrichoBLAST/GenBank, we found that all isolates showed 100 % identity
with the T. asperellum Samuels species. Isolates 3, 13, 17, 75, 78, 85 and 90 were selected as promissory for their
high antibiotic potential and technical efficacy in field conditions.
Keywords: Trichoderma asperellum, Rhizoctonia solani, internal transcribed spacer,
transcriptional elongation factors, fungicide effect, fungistatic effect

Introduccién

En la flora hay una continua interaccién entre los
agentes patogenos de las plantas y sus antagonistas.
Las especies Trichoderma harzianum Rifai, T. aurovi-
ride Rifai y T. asperellum Samuels ejercen una accion
biorreguladora importante [ 1], por su competencia por
el sustrato, antibiosis y micoparasitismo, que atentian
algunas enfermedades. Desde los primeros estudios
sobre esta tematica, el género fingico mas estudiado
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como agente de control bioldgico en plantas es Tri-
choderma (de la familia Hypocrea) [2-4]. Se distingue
por la formacion de una gran cantidad de biomasa en
los suelos [5]; permite a las plantas un mejor aprove-
chamiento de los nutrientes del suelo, por su estrecha
asociacion con las raices [6]; y les induce resisten-
cia sistémica frente a diversos organismos patogenos
[7-10].

1. Hijeljord L, Tronsmo A. Trichoderma
and Gliocladium in biological control:
An overview. In: Harman GE, Kubicek CP,
editors. Trichoderma and Gliocladium.
Vol. 2. Enzymes, Biological Control and
Commercial Applications. London: Taylor
and Francis Ltd.; 1998. p. 131-51.
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Segun Samuels [11] y el Compendio sobre protec-
cion de cultivos [12], los estados teleomorfos de al-
gunas de las especies de Trichoderma son tipicos del
género Hypocrea (como Ascomycetes e Hypocreales).
Rifai [13] fue el primero en acercarse a la diversidad y
las relaciones de Trichoderma spp. a partir de los ca-
racteres morfologicos (tipo de ramificacion del coni-
diéforo y forma del conidio). Bajo el concepto de es-
pecies agregadas describié nueve: T. hamatum (Bon.)
Bain, T. viride Pers. ex S. F. Gray, T. aureoviride, T.
harzianum, T. koningii Rifai, T. pseudokoningii Ri-
fai, T. longibrachiatum Rifai, T. polysporum (Link ex
Pers.) Rifai y T. piluliferum Webster & Rifai. Ademas
senald que T. hamatum podia tener dos o mas especies
morfolégicamente distintas. Todas estas especies han
estado en constante variacion, por lo que sus cualidades
no se han definido con exactitud, ni siquiera median-
te técnicas moleculares [14]. Posteriormente Bissett
et al. [15-17] establecieron que Longibrachiatum era
una seccion del género, en el que agruparon a T. viri-
de, T. koningii, T. pseudokoningii, T. longibrachiatum,
T. citrinoviride Bissett y T. atroviride Bissett.

Las investigaciones de Samuels et al. [18, 19] re-
lativas al complejo Hypocrea schweinitzii Samuels y
Trichoderma sect. Longibrachiatum, aportaron nuevos
conocimientos a la taxonomia de especies del género
no referidas hasta ese entonces. Samuels et al. [19] y
Lieckfeldt et al. [20] estudiaron la especie de T. viride,
inicialmente caracterizada solo por la presencia de ru-
gosidades en los conidios, y determinaron que habia
dos tipos morfoloégicamente distintos (I y II), con dife-
rente disefio de ADN mitocondrial cada uno. Estudios
morfoldgicos, fisioldgicos y moleculares posteriores
establecieron que el tipo I era el verdadero T. viride
(anamorfo de Hypocrea) y el tipo II era una nueva es-
pecie de T. asperellum, caracterizada molecularmente
y cercana al neotipo T. hamatum.

Varios aislamientos de T. asperellum se emplean
como bioplaguicidas de hongos patdgenos en diversos
cultivos de importancia econémica, tanto en casas de
cultivo como en campo. Su ataque micoparasitico es
muy selectivo, sobre todo contra Rhizoctonia solani y
Sclerotium spp., y la produccion de enzimas quitino-
liticas es elevada [1, 9, 18, 21]. El Laboratorio de Mi-
cologia Vegetal del Centro Nacional de Sanidad Agro-
pecuaria (Censa, Cuba) posee un cepario con mas de
80 aislamientos de Trichoderma spp. Se selecciond un
grupo autdctono de aislamientos promisorios, cuyas
caracteristicas morfoculturales y patogénicas eran di-
ferentes entre si y con respecto a las cepas A 34, A 53
y Ts-3 de T. harzianum, que actualmente se usan en la
produccion de bioplaguicidas. Este trabajo tuvo como
objetivos la identificacion molecular y la evaluacion
patogénica de 13 aislamientos del género Trichoder-
ma frente a aislamientos de R. solani.

Materiales y métodos

Aislamientos de Trichoderma spp.

Seemplearon 14 muestras de T. atroviride (IMI1206040)
como cepa de referencia para los estudios molecula-
res, y los aislamientos T.1, T.3, T.12, T.13, T.17, T.25,
T.28,T.56,T.75,T.78, T.79, T.85 y T.90, del Laborato-
rio de Micologia Vegetal del Censa, Cuba.

Aislamientos de Rhizoctonia

Se probaron tres grupos anastomdsicos de R. solani
(AG-2.1, AG-5, AG-8), procedentes del Laboratorio
Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (Lan-
gebio), Centro de Investigacion y de Estudios Avan-
zados (Cinvestav) del Instituto Politécnico Nacional
(IPN), México.

Condiciones para el desarrollo
de los aislamientos

Los aislamientos de Trichoderma spp. y los de R. sola-
ni pertenecientes a los grupos anastomasicos, se sem-
braron en un medio agar papa dextrosa (APD, Difco),
en placas de Petri de 9 cm de diametro, y se incubaron
en oscuridad a 28+ 2 °Cy 25 £ 2 °C, respectivamente.
Cuando los hongos habian cubierto casi toda la placa,
se tomaron discos de 6 mm de diametro de la periferia
de las colonias, para preparar los experimentos.

Efecto antibiético in vitro de Trichoderma spp.
frente a tres grupos anastomésicos
de R. solani

Lasmuestrasde Trichodermaspp.,excepto T.atroviride
(IM1206040), se sembraron en placas Petri de 9 cm
de diametro, contentivas de un medio PDA (Difco)
con celofan [22]. Sobre este se colocaron discos in-
dividuales de micelio de Trichoderma spp. en el cen-
tro de la placa, y se incluyeron placas no inoculadas
cubiertas con celofan como muestras testigos. Luego,
las placas se incubaron a temperatura de 28 + 2 °C en
oscuridad, durante 36 h, hasta que el cultivo alcanzé
las 3/4 partes del diametro de la placa. Posteriormente
se retird el celofan de las placas, se sembraron discos
de micelio de los diferentes aislamientos de los gru-
pos anastomdsicos de R. solani por separado en cada
placa, y se incubaron en las condiciones descritas para
el agente patogeno. Se hicieron tres réplicas por cada
aislamiento, con un disefio aleatorio. El crecimiento
radial del hongo se midi6 a las 24, 48 y 72 h de la
inoculacion. La variable estudiada fue la inhibicién
del crecimiento radial (ICR) del micelio del fitopa-
tégeno:

(R1 - R2) x 100

ICR (%) = =

donde:

R1: crecimiento radial de R. solani testigo (R. sola-
ni en el medio de cultivo sin Trichoderma sp.; mm);

R2: crecimiento radial de R. solani durante el tra-
tamiento (mm).

Método de extraccion de ADN

En el centro de las placas Petri con PDA (Difco) cu-
biertas con celofan, se sembrd individualmente un
disco de cada aislamiento de Trichoderma spp. Estas
se incubaron durante 3 dias a 28 + 2 °C. Pasado este
tiempo, se colecciond el micelio con una espatula, en
papel de aluminio, y se congeld a -20 °C. E1 ADN ge-
némico se extrajo por el método urea-fenol-cloroformo
(estandarizado en Langebio, México). A 100 ng del
micelio se adicionaron 600 pL de solucion tampon de
extraccion (urea 42.04 %, NaCl1 0.3 M, EDTA 0.02 M,
Tris-HCI 0.05 M; pH 8). La mezcla se homogenei-
76 e incubd a temperatura ambiente durante 30 min.
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Luego se adicionaron 300 pL de fenol y cloroformo
(25:25 v/v) y se agitd durante 10 min en vortex. La
mezcla se centrifugd durante 15 min a 10 000 rpm
en una microcentrifuga. Se colectd el sobrenadante
y se le adicionaron las mismas cantidades de fenol y
cloroformo. Se agit6 durante 10 min y centrifugd en
iguales condiciones. Al sobrenadante se le agregaron
200 pL de isopropanol e incub6 toda la noche a -20 °C.
El ADN precipitado se centrifugd durante 5 min a 10
000 rpm, luego se lavo con 200 plL de EtOH al 70 %, y
resuspendio en agua destilada estéril (40-60 pL). Para
verificar la calidad del ADN, se realizo la electrofore-
sis en gel de agarosa al 1.5 % en solucion tampon de
corrida TAE 1x, durante 45 minutos a 100 V.

Amplificacién por reaccién en cadena
de la polimerasa del espaciador interno
del transcrito de ADNr y del factor de elongacién

Para la amplificacion de las regiones del espaciador
interno del transcrito (ITS1 e ITS2) y la subunidad
5.8 S del ADNT, se utilizé una mezcla de reaccion cuyo
volumen final de 50 pL contenia la solucién tampon
para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) sin
MgCl, a una concentraciéon 1x (MgCl, 1.5 mM) segiin
recomendaciones del fabricante (Invitrogen, EE.UU);
dNTP 0.4 mM; Taq ADN polimerasa recombinante
2.5 U; 100 ng de ADN genémico total y 0.2 uM de
cada cebador, respectivamente. En la amplificacion se
usaron dos combinaciones de cebadores para la region
diana: ITS1 (5° TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
3)eITS2 (5 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC 3%);
ITS3 (5" GCA TCG ATG AAG AAC GCAGC 3) e
ITS4 (5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3%) [23].

Se amplificé un fragmento de 0.4 kb del factor de
elongacion transcripcional (Tef) del gen eEFlal, que
contenia tres intrones, a partir de una mezcla de reac-
cién idéntica a la anterior, pero con un volumen final
de 25 pL, y el empleo de los cebadores tef la fw (5°
CTA CGA GAA GTT CGA GAA GG 3") y tef larev
(5" TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC 3%) [23], a
una concentracion de 0.2 uM de cada uno de ellos.

Las amplificaciones se efectuaron en un termoci-
clador (API Thermal cycler; Applied Biosystems,
EE.UU.) con el siguiente programa: un ciclo de desna-
turalizacion inicial a 94 °C durante 3 min; seguido de
30 ciclos a 94 °C durante 40 s, 50 °C de temperatura de
alineamiento durante 40 s y a 72 °C durante 90 s; con un
ciclo de extension final a 72 °C durante 7 min, a todas
las combinaciones de las regiones ITS. Para el factor
Tef se empled el mismo programa, con una temperatu-
ra de alineamiento de 56 °C durante 40 s. Se analizaron
alicuotas de 5 pL de cada producto de PCR, por elec-
troforesis en geles de agarosa al 1 %, con una solucion
tampon de corrida TAE 1x (Tris base 4.84 g, acido
acético 1.142 g, Na, - EDTA - 2 H,0 0.74 g) a 100 V
durante 15-20 min. Los geles se visualizaron en un
fotodocumentador, y la talla de las bandas se compard
con un marcador estandar 100 pb ADN Ladder (Invi-
trogen, EE.UU.).

Secuenciacion del ADN

Se purificaron 25 pL de cada producto de PCR para
cada aislamiento con una columna Spin para cada caso.
Posteriormente, se secuenciaron en el Langebio (Cin-
vestav, México). Para identificar los aislamientos, se

compararon las secuencias con las de TrichoBLAST/
GenBank [24].

Eficacia técnica de aislamientos
de T asperellum sobre R. solani, inoculadas
en condiciones de campo

Los aislamientos puros de T. asperellum (excepto el
aislamiento T.56) y R. solani se sembraron en un me-
dio agar-malta y PDA, respectivamente (Centro de
Nacional de Biopreparados, Biocen, Cuba). Luego se
incubaron en oscuridad y a 28 +2 °C y 25+ 2 °C, res-
pectivamente, hasta que los hongos ocuparon toda la
placa. El experimento se efectud en un suelo ferraliti-
co rojo con pH 5.4, en barbecho por mas de dos afios,
desprovisto de arvenses. Se marcaron parcelas de 1 m?,
con una distancia de 50 cm entre si. En cada una se
seflalaron 4 puntos, en los que se inocularon 50 mL
de una suspension con una concentracion de 10* es-
clerocios/mL del microorganismo patdgeno. Pasados
21 dias, cada uno de los aislamientos de Trichoderma
spp. se inoculd con 50 mL de una suspension a una
concentracion de 107 conidios/mL, en los diferentes
puntos antes inoculados con el agente patogeno. Las
parcelas se mantuvieron humedecidas. A los 15 dias,
se tomd una muestra de suelo de 1 kg de cada uno
de los puntos inoculados, que se procesé de forma
independiente. Después de homogeneizar y tamizar
la muestra, se tom6 1 g de suelo a partir del cual se
hicieron las diluciones seriadas, hasta 10. De cada
suspension se tomaron 10 pL y se distribuyeron uni-
formemente en placas contentivas de PDA (Biocen,
Cuba), que se incubaron a 28 + 2 °C en la oscuridad.
Se hicieron cinco réplicas por tratamiento, incluyendo
el tratamiento testigo (inoculacién solamente de los
agentes patogenos de igual forma que para el resto de
los tratamientos). A las 72 h se cuantificaron las colo-
nias de R. solani por placas y las colonias por gramo
de suelo, y se evalud la eficacia de los aislamientos de
Trichoderma spp. segtn la formula de Abbott [25].

Resultados y discusion

Efecto antibiético in vitro de trece
aislamientos de Trichoderma spp. frente a tres
grupos anastomésicos de R. solani

Los metabolitos de 11 de los aislamientos de Tricho-
derma spp. mostraron una inhibicion del 60 al 80 % del
crecimiento en el aislamiento del grupo anastomoésico
AG-2.1 mientras que otros dos (T.75 y T.90) ejercie-
ron un efecto fungicida (Figura 1). Los metabolitos de
todos los aislamientos inhibieron el crecimiento entre
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Mycol Res. 1996;100(8):923-35.

19. Samuels GJ, Lieckfeldt E, Nirenberg
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Trichoderma viride. Sydowia. 1999;51(1):
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20. Lieckfeldt E, Samuels GJ, Nirenberg HI,
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or two species? Appl Environ Microbiol.
1999;65(6):2418-28.

21. Hoyos-Carvajal L, Paola Chaparro,
Miriam Abramsky, Chet |, Sergio O. Eva-
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Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii
under in vitro and greenhouse conditions.
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22. Dennis C, Webster J. Antagonistic pro-
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1. Production of volatile antibiotics. Trans
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23. White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J. Am-
plification and direct sequencing of fungal
ribosomal RNA genes for phylogenetics. In:
Innis MA, Gelfand DH, Sninsky J, White TJ,
editors. PCR Protocols: A guide to Methods
and Applications. San Diego: Academic
Press; 1990. p. 315-22.

24. Kopchinskiy A, Komon M, Kubicek CP,
Druzhinina IS. TrichoBLAST: a multilocus
database for Trichoderma and Hypocrea
identifications. Mycol Res. 2005;109(Pt 6):
658-60.

25. Abbott WS. A method of computing the
effectiveness of an insecticide. 1925. ) Am
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Figura 1. Efecto de metabolitos de aislamientos de Trichoderma spp. frente a R. solani grupo anas-
tomésico AG-2.1. A) Muestra testigo de AG 2.1. B) Efecto fungicida del aislamiento T.75. C) Efecto

fungistatico del aislamiento T.78.

Biotecnologia Aplicada 2013; Vol.30, No.1



Danay Infante et al.

Identificacién y evaluacion patogénica de Trichoderma spp.

50 y hasta mas del 90 %, en el aislamiento del grupo
anastomosico AG-5 de R. solani, uno de los agentes
patdgenos mas agresivos en el cultivo de arroz; pero
no se observo efecto fungicida contra él. Sobre el ais-
lamiento del grupo anastomdsico AG-8, los metaboli-
tos de los aislamientos T.3, T.12, T.17, T.28, T.56, T.75
T.78 y T.79 ejercieron un efecto fungicida, mientras
que los del resto de los aislamientos inhibieron entre
el 70 y el 80 % del crecimiento radial del agente pato-
geno. Este efecto podria deberse a que muchas cepas
de Trichoderma spp. excretan metabolitos secundarios
volatiles y no volatiles que pueden inhibir el desarro-
llo de otros microorganismos con efecto fungistatico
(considerados ‘antibidticos’), aunque no haya contacto
entre ellos [1].

Kiigiik y Kivang [26] obtuvieron resultados simila-
res con el método de celofan; la inhibicion del creci-
miento de Gibberella zeae (Schwein) Petch fue de mas
del 60 %. Con los metabolitos de los aislamientos Tm4
y Tm9, lograron la inhibicién de mas del 50 % de As-
pergillus ustus (Bain.) Thom & Church, y con Tm7 y
Tm10 obtuvieron igual resultado contra T. harzianum.

Con el uso del método de cultivo dual, Infante [27]
y Martinez et al. [28] lograron inhibir mas del 50 %
del crecimiento radial de R. solani con dos aislamien-
toss de Trichoderma spp.

Sin embargo, Trichoderma spp. puede excretar con
ambos métodos (cultivo dual y celofan) metabolitos
volatiles y no volatiles que inhiben el crecimiento ra-
dial de otros microorganismos, incluso sin que exis-
ta contacto entre ellos, por lo que la eleccion de un
método u otro dependera del objetivo del estudio. El
método del cultivo dual es muy utilizado porque ade-
mas de la antibiosis (evaluada por la escala de Bell
et al. [29] o por la accion de metabolitos volatiles y
no volatiles), ocurren eventos significativos como la
competencia por el sustrato y el micoparasitismo, que
se pueden evaluar. Sin embargo, por el método del ce-
lofan, solamente se evalua la antibiosis, por la accion
de los metabolitos no volatiles excretados al medio de
cultivo.

Amplificacién del espaciador interno
del transcrito del ADNr y del factor
de elongacién

El producto de PCR empleando como diana el ITS
con la combinacion de cebadores ITS1 reveld una
banda de 250 pb, mientras que con la combinacion
de cebadores ITS2 se obtuvo un amplicon de 350 pb.
Estos coinciden con las tallas de las bandas obtenidas
para la cepa de referencia T. atroviride (IMI206040)
(Figuras 2 y 3).

Desde los anos 90, numerosos investigadores em-
plearon de forma intensiva las regiones del ITS1 y el
ITS2 para la identificacion del género y la especie de
Trichoderma [14, 19, 30-32], pues este grupo de ge-
nes esta en mas de 90 copias por genoma, y se puede
amplificar facilmente.

No obstante, O’Donnell etal. [33, 34], Buckleretal.
[35], y Lieckfeldt y Seifert [36] plantearon que el uso
de este marcador se habia desacreditado por la presen-
cia de copias paralogas de los ITS de otros géneros de
hongos relacionados con las plantas; a pesar de que
ello no se ha evidenciado en la mayoria de las especies
de Trichoderma/Hypocrea [37]. También se ha sefia-
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Figura 2. Amplificacién del espaciador interno del transcrito (ITS) del ADN ribosomal, con la combina-
cién de los cebadores ITS1 e ITS2 (talla aproximada de la banda: 250 pb) [23]. M: marcador de talla
molecular 100 pb (Promega, EE.UU.). C+: cepa de referencia Trichoderma atroviride (IM1206040).
C-: control negativo sin ADN.
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Figura 3. Amplificacion del espaciador interno del transcrito (ITS) del ADN ribosomal, con la combina-
cién de los cebadores ITS3 e ITS4 (talla aproximada de la banda: 350 pb) [23]. M: marcador de talla
molecular 100 pb (Promega, EE.UU.). C+: cepa de referencia Trichoderma atroviride (IMI206040).

C-: control negativo sin ADN.

lado como inconveniente que los ITS proporcionan
una pobre resolucion filogenética en algunos grupos
genéticos, particularmente de la seccion Pachybasium
B.

Teniendo en cuenta las dudas de los investigadores
antes mencionados con respecto a los resultados con
los ITS para la identificacion de las especies de este
género, se amplifico el factor de elongacion de la tra-
duccion de EF1A (Figura 4), y se obtuvo una banda de
400 pb, similar a la de la cepa de referencia. No obs-
tante, el estudio de otros marcadores como B-tubulina,
ACTI y el factor de elongacion de la traduccion
EF1A, no ofrece una optima resolucion filogenética
de todo el género o de los subtipos genéticos mayori-
tarios como Pachybasium B; a pesar de que el estudio
del mayor intrén de tefl proporciond una excelente
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Figura 4. Amplificacién del factor de elongacién con los cebadores tef 1a fw y tef 1a rev [23] (talla
aproximada de la banda: 400 pb). M: marcador de talla molecular 100 pb. C+: cepa de referencia
Trichoderma atroviride (IMI206040). C-: control negativo sin ADN.
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resolucion al subtipo y las taxas muy relacionadas,
como T. harzianum / H. subtipo lixii especies (Hypo-
crea. lixii, T. harzianum, T. aggressivum, T. tomento-
sum Bissett, T. cerinum, T. velutinum, Hypocrea tawa)
o el grupo de Hypocrea rufa (Pers.) P. donde se inclu-
yen T. viride, T. atroviride y T. koningii. Kindermann
et al. [30] reafirmaron estos resultados al plantear que
el uso de un fragmento de gen era insuficiente.

Un afo mas tarde, Taylor et al. [38] propusieron
basar el concepto de especies filogenéticas en la con-
cordancia entre cinco o mas arboles genéticos, lo que
resulta dificil en Trichoderma por la gran variabilidad
de sus especies. Recientemente, para mayor confiabi-
lidad de los estudios que combinan los ITS con los
marcadores antes mencionados, se incluyeron genes
de endoquitinasas [21, 39-42].

A pesar de que hubo resultados similares tras la am-
plificacion de la region ITS y la amplificacion del fac-
tor de elongacion entre las cepas investigadas y la de
referencia T. atroviride (IMI206040), se propuso la
secuenciacion de las bandas y se compararon con las
del TrichoBLAST/GenBank® [24]. Los resultados
mostraron homologia total de las cepas con la espe-
cie T. asperellum. La similitud entre el tamafio de las
bandas de estas dos especies pudiera ser porque am-
bas se incluyen en el mismo grupo H. rufa, lo cual
coincide con Druzhinna y Kubicek [9] y Kindermann
etal. [30].

Evaluacion de la eficacia de los aislamientos
de Trichoderma spp.

En condiciones de campo, 10 de los aislamientos de
T. asperellum presentaron una eficacia técnica sobre
R. solani superior al 80 %. El aislamiento T.1 mostro
el 40 % de eficacia técnica sobre el agente patogeno y
el T.12 no ejercié ningun efecto (Figura 5). De ahi la
importancia de la seleccion de los aislamientos promi-
sorios como agentes de control biologico.

Diferentes autores han probado la eficacia de los
aislamientos de Trichoderma spp. para el control bio-
l6gico de organismos patdgenos, en diferentes con-
diciones. En el control de R. solani en albahaca con
diferentes aislamientos de Trichoderma spp., Veitia
et al. [43] obtuvieron una eficacia entre el 60 y el
90 %, a los 45 dias, en bandejas en condiciones con-
troladas. En la evaluacion de cinco aislamientos de
T. asperellum, Hoyos et al. [21] obtuvieron una efica-
cia superior al 90 % con los aislamientos T.21 y T.71,
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Figura 5. Efectividad técnica de aislamientos de Trichoderma

spp. sobre Rhizoctonia solani en condiciones de parcelas en
campo.

y mas del 50 % con los aislamientos T.109 y T.110
frente a Sclerotium rolfsii Sacc. y R. solani, respec-
tivamente, bajo condiciones semicontroladas. Los
resultados de nuestro estudio coinciden con los de
Martinez et al. [28], quienes obtuvieron mas del 80 %
de eficacia con los aislamientos de Trichoderma spp.
T.17, T.27, T.56, T.75, T.78 frente a R. solani. Entre
ellos sobresalieron el T.17 y el T.27 con mas del 90 %
de eficacia, en bandejas de acero inoxidable. También
coinciden con los resultados de Reyes et al. [44], quie-
nes con los aislamientos T.78 y T.56 de T. asperellum,
obtuvieron mas del 80 % de eficacia técnica para el
control R. solani, en bandejas de acero inoxidable.

Como los aislamientos T.3, T.13, T.17, T.25, T.28,
T.75, T.78, T.85 y T.90 resultaron promisorios, se hi-
cieron mas pruebas en condiciones de campo y en ca-
sas de cultivo protegido, en correspondencia con Mar-
tinez et al. [28] y Reyes et al. [44]. Ello es relevante,
incluso, para la eleccion de la forma de produccion
masiva de estas cepas plaguicidas.

En Cuba se usan cepas de Trichoderma spp. funda-
mentalmente para el control de hongos que habitan en
el suelo. Las cepas A-34 de Rhizoctonia solani y C-66
de T. harzianum han mostrado una efectividad supe-
rior al 99 % en frijol (Phaseolus vulgaris L.) [45]. En
cebolla (Allium cepa L.) disminuy¢ la incidencia de
R. solani con aplicaciones de T. viride [46]. No obs-
tante, en Cuba son escasas las investigaciones acerca
de los modos de accion de las cepas de este controla-
dor bioldgico. Especificamente frente a aislamientos
de R. solani procedentes de tomate (Solanum lycoper-
sicum L.), pimiento (Capsicum annuum L.) y clavel
(Dianthus caryophyllus L.) se obtuvo un antagonismo
in vitro aceptable con T. harzianum [47]. También se
corroboro6 la actividad micoparasitica de las cepas de
T. harzianum A-34 y C-66, A-34 y A-53 sobre R. so-
lani aislado de frijol [48] y de arroz (Oryza sativa L.)
[49], respectivamente.

Conclusiones

Estos resultados permitieron la identificacion especi-
fica de un grupo de aislamientos promisorios de Tri-
choderma spp., por secuenciacion con el uso de mar-
cadores moleculares de ITS, del factor de elongacion,
y su secuenciacion. Ademas se logro la seleccion de
tres aislamientos promisorios para el control de aisla-
mientos de los grupos anastomosicos del complejo de
R. solani; entre ellos, el aislamiento del grupo AG-5,
altamente patogénico en arroz.

Los resultados de nuestro trabajo amplian los cono-
cimientos sobre este género, demuestran cierta espe-
cificidad en el modo de accion de los aislamientos de
Trichoderma spp. evaluados, y ofrecen perspectivas
para su empleo y el de sus metabolitos. Ademas tienen
implicaciones en los sistemas de produccion de los
biopreparados, porque su accion antagdnica basada
fundamentalmente en los metabolitos no volatiles,
llevaria el analisis de su produccion en fermentacion
liquida.

Tanto el biopreparado sélido como el liquido se
pueden aplicar preventivamente en suelos infestados
con R. solani, teniendo en cuenta que las estructuras
fangicas de Trichoderma spp. (conidios, clamidos-
poras y micelio) ejercen un efecto mas duradero en
el campo, pues parasitan los esclerocios (estructuras
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de conservacion) de Rhizoctonia, que son la fuente
primaria de infeccion. Tales hallazgos son cardinales
para el perfeccionamiento de la seleccion, aplicacion
y reproduccion de las cepas de Trichoderma spp. para
el control biologico.
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