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RESUMEN

Se investigo el grado de efectividad in vitro
mediante antagonismo directo, metabolitos voldtiles y
difusibles, asi como la respuesta a Fe*', salinidad, pH
v temperatura de 4 cepas de Trichoderma harzianum,
con el fin de utilizarse en el control biologico de Rhizoc-
fonia solani y de Fusarium solani en tomate. Se deter-
miné que la mejor cepa antagonista correspondio a T.
harzianum Th 650, la que siempre fue mas eficiente en
el control de las cepas de R. solani que las de F. solani.
Las cepas de T. harzianum evaluadas crecieron mejor
a concentraciones bajas de Fe®" y salinidad y a pH 3,0;
sin embargo, estos factores no fueron limitantes para
bioantagonizar a R. selani y a F. solani. Ninguna de
las temperaturas fue limitante para el desarrollo de
las cepas de T. harzianum, siendo 28 °C la mas ade-
cuada. Se determino que la cepa Th 650 actiia mejor
como bioantagonista a 28°C y pH5. Si se consideran
las caracteristicas de los suelos a aplicarse, los facto-
res analizados no serian una limitante para su uso
como un biocontrolador de los patogenos evaluados

INTRODUCCION

Dentro de los agentes causales de enfermedades
radicales del tomate se encuentra Rhizoctonia solani, que

ABSTRACT

Four Trichoderma harzianum sirains were
examined to detect the degree of “in vitro” effectiveness
by means of direct antagonism, volatile and diffusible
metabolites as well as their response to Fe'", salinity,
pH and temperature, in order to use them in the
biological control of Rhizoctonia solani and Fusarium
solani in tomatoe. The best antagonist strain proved fo
be T.harzianum Th 650 which had always a better
control in R.solani strain than in F.solani. T.harzianum
strains grew better, according to evaluation, at low Fe'*
concentrations and salinity and at pH 3; however, these
features were not a limiting factor to bioantagonize
R.solani and F.solani. None of the employed tempe-
ratures meant a constrain for the development of
T.harzianum strains, being 28° C the most suitable. Th
650 strain was found to act better as a bioantagonist
at 28° C and pH5. Considering characteristics of soils
where to be applied, resulting factors would not mean
a restriction as to their use as a biocontroller of
evaluated pathogens.

es capaz de daiiar las raices, cuello y frutos en contacto o
cerca del suelo (Reyes, 1999) y Fusarium solani,
responsable del “damping-off” en tomate (Alippi &
Monaco, 1994).
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En el caso del tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.), las enfermedades que afectan el sistema radical
son usualmente controladas por fumigacion del suelo
antes de plantar, generalmente con bromuro de metilo.
Sin embargo, este tratamiento posee un costo elevado y
el bromuro de metilo es considerado como un agente
quimico cancerigeno y con efectos medioambientales
nocivos, ya que es un compuesto que dafia la capa de ozono
( Bell ef al., 1996; Ristaino & Thomas, 1997; Larkin &
Fravel, 1998; en Vannacci & Gullino, 2000).

En el caso de otros agroquimicos los microorga-
nismos patogenos son capaces de desarrollar resistencia
a ellos, por lo que cada vez se siguen produciendo formu-
laciones quimicas mas poderosas, que generalmente
resultan ser mas toxicas y dafiinas para la salud y el
medioambiente (Vasseur ef al., 1995). ;

Considerando los antecedentes sefialados ante-
riormente, es importante buscar alternativas de control
de patogenos que impliquen menos riesgo para la salud
humana y la estabilidad del medioambiente natural. Una
alternativa diferente es el control bioldgico (Alippi &
Monaco, 1994). Existe una amplia variedad de micro-
organismos biocontroladores dentro de los cuales estan
las especies de hongos del género Trichoderma (Harman,
2000 y Lewis et al., 1990), de Gliocladium (Clonosta-
chys), de Fusarium saprofitos, de Laetisaria, etc. (Lewis
& Papavizas, 1992; en Vannacci & Gullino, 2000).

Los antagonistas de mayor importancia que se
han investigado, pertenecen al género Trichoderma (Har-
man, 2000), los cuales poseen efecto en el control de
enfermedades en semillas y plantulas y en la estimulacion
del crecimiento (Ménaco ef al., 1991; Baker, ef al., 1984,
Windham ef al., 1986). La capacidad antagonica de las
especies del género Trichoderma. esta dada problamente
por su estilo de vida saprofitico (Vannacci &Gullino,
2000), v han sido usados como “ingrediente activo™ de
biopesticidas, debido a que se han aplicado exitosamente
contra Phytium spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia spp.,
Sclerotinia spp., asi como también contra Fusarium spp.
en un gran numero de cultivos, aplicados a semillas para
el control de patégenos presentes en semillas y suelo
(Cook, 1993; Vannacci & Gullino, 2000), ademads de su
efecto como promotor o en la estimulaciéon del creci-
miento de las plantas (Ménaco ef al.,1991; Baker ef al.,
1984 y Windham ef al., 1986)

Segun los antecedentes expuestos, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar in vitro la capacidad
antagonica de cepas de T. harzianum, sobre cepas de R.
solani y F. solani, aislados de tomates y su respuesta a
factores que podrian afectar su grado de antagonismo en
el suelo como son el Fe disponible, salinidad, pH y
temperatura.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se efectud en el Laboratorio de
Microbiologia de la Fac.de Cs.Agronémicas de la Uni-
versidad de Chile.

Cepas utilizadas: Se utilizaron dos cepas de R.
solani correspondientes a los grupos de anastomosis AG-
4-HGI (618) y AG2-1 (509 V) y una cepa de F. solani
(607 V), todas aisladas de tomates enfermos y que
presentaron una alta patogenicidad en esta especie.

Como antagonistas se utilizaron 4 cepas de T.
harzianum aisladas de suelos en que se cultivaban tomates
y/o del rizoplano de plantas de esta especie, denominadas
como Th 642, Th 643, Th 645 y Th 650.Para determinar
la capacidad antagoénica y la cepa mads eficiente de
Trichoderma, se usé la metodologia descrita por

Pumarino (1995).

Antagonismo directo mediante cultivos
duales: Se hizo crecer al patogeno y al antagonista en
una placa de Petri con medio agar papa dextrosa (APD).
Las distintas cepas se enfrentaron colocando discos de
APD de 5 mm de diametro, provenientes de cultivos puros
de cada cepa, a una distancia de aproximadamente 53 mm
dentro de la placa (Fig. 1). Los cultivos se incubaron a
22°C hasta observar contacto fisico entre los distintos
micelios (72 hr para las cepas de R. solani 'y 96 hr para F.
solani). Luego se evaluaron utilizando un pie de metro
para medir la distancia mayor y la distancia menor que
recorri6 el micelio del patogeno. Con estos dos valores
se calculé el porcentaje de inhibicion que ejercio el
antagonista sobre el patogeno utilizando la férmula:

% de inhibicion = (A-B) * 100
A

Donde: A = Distancia mayor recorrida por el micelio
del patégeno. B = Distancia menor recorrida por el
micelio del patégeno

An- Cepa antagonista

P- Cepa patogena

B- Distancia mas corta
recorrida por P

A- Distancia mas larga
recorrida por P

Figura 1.- Diagrama del ensayo de antagonismo
directo mediante cultivos duales
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Prueba de Metabolitos difusibles: Se determing
el efecto de metabolitos difusibles producidos por el
antagonista sobre la inhibicién del crecimiento del
patdgeno; para tal efecto se coloc6 una circunferencia de
papel celofan cubriendo el APD de cada placa utilizada.
Luego. se deposité en el centro de la placa y sobre el
celofan, un disco de APD de 5 mm de didmetro,
proveniente de un cultivo puro del antagonista y se incubd
a22°C. Antes que el micelio del hongo antagonista llegara
al borde del papel celofin (48 hr), éste se retiro y en el
mismo lugar se colocod un disco de APD de 5 mm de
diametro proveniente de un cultivo puro del patégeno y
se incubo a 22°C. El control se realizé sometiendo al
patogeno so6lo a la presencia del celofan en el tratamiento
previo (Pumarino, 1995). Finalmente se evalud midiendo
con un pie de metro la distancia alcanzada por el patégeno
y se calcul6 el porcentaje de inhibicion con la formula
descrita anteriormente. Donde: A corresponde a la
distancia recorrida por el patégeno en la condicion control
y B a la distancia recorrida por el patégeno en presencia
de metabolitos difusibles. La evaluacion se realizo a las
72 hr. para las cepas de R. selaniy a las 96 hr para la cepa
de F. solani.

Prueba de Metabolitos volatiles: Se evaluo el
efecto de metabolitos volatiles producidos por el anta-
gonista, sobre el crecimiento del patogeno. Para tal efec-
to, se coloco un disco de APD de 5 mm de diametro,
proveniente de un cultivo puro del patogeno en el centro
de una placa de Petri con medio APD. Se procedié de
igual manera con el antagonista en otra placa de Petri con
medio APD. Posteriormente, se retiraron las tapas de cada
placa y se unieron los fondos, enfrentando los cultivos y
sellando dicha union con un trozo de parafilm. Los culti-
vos se incubaron a 22°C manteniendo la posicion del pa-
togeno hacia arriba y el antagonista hacia abajo. La con-
dicion control, se realizé enfrentando la placa que conte-
nia al patégeno con una que solo contenia el APD. El en-
sayo se evalud utilizando un pie de metro para medir la
distancia recorrida por el micelio del patégeno. El por-
centaje de inhibicion se calcul6 de la misma forma que
en el ensayo de metabolitos difusibles. La evaluacién se
realizo a las 48 hr para las cepas de R. solani y a las 72 hr
para F. solani.

Observaciones microscopicas:Se realizaron
microcultivos (Montealegre, 1991), para observar al mi-
croscopico optico la interaccion directa entre el micelio
de cada patégeno con el micelio de los diferentes anta-
gonistas. Estos se incubaron a 22°C durante 9 dias. Al
cabo de este tiempo, se realizaron preparaciones micros-
copicas y se observaron en un microscopio optico de
contraste de fases (marca Leica, modelo MPS60).

Efecto del Fe**, salinidad, pH y temperatura,
sobre el crecimiento de los diferentes antagonistas:
El objetivo de determinar el efecto de estos pardmetros,
fue conocer las limitaciones de desarrollo de los bioan-
tagonistas nativos, en su eventual uso potencial y eficien-
cia al introducirlos en suelos para el control de enferme-
dades radicales del tomate en la V Region.

En la Tabla 1 se presentan antecedentes sobre
las caracteristicas de los suelos en cuanto a los pardmetros
indicados anteriormente.

Tabla 1. Contenido de Fe disponible, conductividad
eléctrica y pH promedio en suelos de cultivo de
tomates (V Region de Chile).

_ Parimetros medidos _Rangos
Fe disponible 1.8 a 27 ppm
CE (Conductividad eléctrica) | 1,07 a 9,52 mmhos/cm
pH (agua) 69a78

Efecto del Fe’": Las placas de Petri a utilizar se
prepararon mediante el protocolo indicado por Pumarino
(1995). Como medio de cultivo se utilizo APD y de acuer-
do a los contenidos de Fe disponible en los suelos de la V
Region (Tabla 1), donde eventualmente se aplicarian es-
tos biocontroiadores se usaron las siguientes concentra-
ciones de Fe*": 0, 5, 15 y 25 ppm preparadas a partir de
FeCl, x 6H,0. Sobre estos medios se depositoé un disco
de APD de 5 mm de diametro, proveniente de un cultivo
puro del antagonista y se incub6 a 22°C durante 48 horas.
Luego de este lapso de tiempo se evalué el crecimiento
de cada antagonista a las diferentes concentraciones de
Fe*" utilizando un pie de metro.

Efecto de la salinidad: Como medio de cultivo
se utilizé APD vy las concentraciones de NaCl utilizadas
fueron; 0, 50, 100, 150, 200 y 250 mM de NaCl. Sobre
estos medios se deposité un disco de APD de 5 mm de
diametro, proveniente de un cultivo puro del antagonista
y se incubd a 22°C durante 48 hr. Luego de este lapso de
tiempo se evalud el crecimiento de cada antagonista a las
diferentes concentraciones de NaCl utilizando un pie de
metro.

Efecto del pH: Se utilizo6 APD como medio de
cultivo. Los pH utilizados fueron: 5; 5,5; 6; 6,5: 7: 7.5 y
8. Sobre este medio se deposité un disco de PDA de 5
mm de didmetro, proveniente de un cultivo puro del anta-
gonista y se incub6 a 22°C durante 48 hr. Luego de este
lapso de tiempo se evaluo el crecimiento de cada antago-
nista a las diferentes condiciones de pH utilizando un pie
de metro.
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Efecto de la temperatura: Se determind para
los mejores antagonistas, los que se hicieron crecer a:
10, 15, 20, 28 y 37 °C en APD durante 48 horas, mo-
mento en que se midi6 el radio de crecimiento con un
pie de metro.

Efecto del mejor pH y temperatura para el
crecimiento de las cepas de Trichoderma sobre la in-
hibicién de los patogenos investigados: Se determi-
no el nivel de crecimiento radial en pruebas de antago-
nismo directo a pH y temperatura éptima para las mejo-
res cepas de Trichoderma seleccionadas (pH 5 y tempe-
ratura de 28 °C) versus las cepas de los patogenos R.
solani y F.solani y se compar6 con el nivel de creci-
miento radial logrado a pH 6,5 y temperatura de 22°C.

La metodologia utilizada fue la misma a la indi-
cada para el porcentaje de inhibicion.

Diseiio estadistico: Se uso un disefio comple-
tamente aleatorizado con estructura factorial. Para cada
evaluacion se realizaron 4 repeticiones y los datos se
analizaron a través de ANDEVA y el test del Rango Miil-
tiple de Duncan.

Para el analisis de los datos del efecto del me-
jor pH y temperatura sobre el crecimiento de las cepas
de Trichoderma antagonistas, se utilizé un sistema
factorial triple con dos niveles para cada factor respecti-
vamente, pH (5. 6.5), temperatura (22 y 28°C) y cepas
de Trichoderma (Th 650 y 642).

RESULTADOS Y DISCUSION

Antagonismo directo mediante cultivos
duales: Los resultados indican que existen diferencias
significativas en el porcentaje de inhibicion del creci-
miento que producen las distintas cepas de T. harzianum
sobre las cepas de los patégenos.

La cepa antagonista mds eficiente para contro-
lar todas las cepas patogenas fue Th 650, inhibiendo el
crecimiento entre un 46 y un 52% (Tabla 2), logrando un
control mas eficiente sobre R .solani que sobre F. solani.

Para la cepa de R. solani 618, se observan dife-
rencias significativas entre todas las cepas antagonistas
en su capacidad de inhibir el crecimiento del patégeno;
sin embargo, para las cepas patogenas R. solani 509 vy
F solani 607 v, solo se aprecian diferencias significati-
vas entre la cepa Th 650 y el resto de las cepas antago-
nistas, puesto que las cepasde Th 645, Th 643 y Th 642
pertenecen al mismo grupo estadistico, lo que significa
que no hay diferencias significativa: en los resultados
obtenidos cor. una o con ¢ ra cepa.
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Tabla 2. Efecto de antagonismo directo en R. solaniy
F. solani por cepas de T. harzianum.

T hargaum| % de inhibicion
. Cepa | Rsoani | Rsolani | Fsolani
e R o | eom
Th630 516a 521a 4662
Th645 384d 327b | 319b
Th6$3 T I
Th612 4640 .| 1317b. 0[5 ABib

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al Test
del Rango Multiple Duncan (p < 0,05), situacion valida para todas
las tablas.

Al efectuar preparaciones microscopicas de los
microcultivos de antagonismo directo, se pudo observar
que la cepa de Th 650 invade penetrando las hifas de F.
solani 607v, lo que confirmaria que el micoparasitismo
seria el mecanismo mas comun de accién antagonista que
gjerceria Trichoderma, descrito por Harman (2000) y
Cook (1993) (Fig. 2).

Fig 2. Formas de parasitismo de T. harzianum. sobre
F.solani (cepa 607V) (a) penetracién de hifas, (b)
parasitismo directo en forma de puente y (c)
enrollamiento de hifas.

Estos resultados concuerdan con los observados
por otros investigadores como Harman (2000). en
relaciéon a las diferentes formas de antagonismo que
poseen las diferentes especies de Trichoderma. Ademas,
reforzarian los resultados de mayor eficiencia mostrada
por la cepa 650 para con ambos patogenos.

Metabolitos difusibles: Los resultados se pre-
sentan en Tabla 3, observandose diferencias notables en
las magnitudes de los porcentajes de inhibicion entre las
cepas de R. solani y lade F. solani; sin embargo, hay una
correlacion en el orden creciente de eficiencia de las dis-
tintas cepas antagonistas.

Para las dos cepas de R. solani, existen diferen-
cias significativas entre todas las cepas antagonistas y la
cepa de Th 650, ésta {iltima produce una inhibicién del
100% de crecimiento en ambas cepas de R. solani. Le
sigue en nportancia la -epa Th 642. con un lto porcen-
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taje de inhibicion, mientras que Th 645 y Th 643 mues-
tran valores mucho menores y son mas eficientes en R.
solani 509 v que con la cepa 618.

Tabla 3.Efecto de metabolitos difusibles en R. solani
¥y F. solani producidos por diferentes especies de 7.
harzianum.

T. harzianum % de inhibicion
Cepas R. solani | R solani | F. solani
618 - 509y 607v
Th 650 100,0a 100,0a 284 a
Th 645 17.1c 25,60 44c
Th 643 15,3d 24.7d l.lc
Th 642 90.1b 89.4b 12,1b

F. solani 607 v, es notablemente menos inhibida
en su crecimiento que las cepas de R. solani, siendo la Th
650, la mas eficiente en inhibir su crecimiento con un
28%. Le sigue la Th 642 con un 12 % de inhibicion y
finalmente no existen diferencias significativas entre las
cepas Th 645 y Th 643, las que muestran valores menores
al 5% de inhibicion.

Metabolitos Volatiles: Los resultados se
presentan en la Tabla 4, donde se observa que no existen
diferencias significativas entre las distintas cepas
antagonistas, para ninguno de los patégenos.

Tabla 4. Efecto de metabolitos volatiles en R. solani
y F. solani producidos por diferentes cepas de T.
harzianum.

. % de inhibicion
T. harzianum | R.solani | R.solani | F.solani
_ spp BISHE L S0y o G0
Th 650 205a 30,7 a 8.1b
Th 645 95b 11,5 be 12,8 a
Th 643 19.0 a 55¢c 6.1b
Th 642 9.2b 153Db 53b

Para la cepa de R. solani 618, existen solo dos
grupos diferentes de acuerdo al Test de Duncan, las mas
eficientes en la inhibicion del crecimiento del patogeno
fueron Th 650 y Th 643, mientras que las menos eficientes
fueron las cepas de Th 645 y Th 642.

Para la cepa de R. solani 509 v, la cepa antago-
nista mas eficiente es Th 650 y la segunda mas eficiente
es Th 642. La cepa menos eficiente en el control por
metabolitos volatiles de R. solani 509v, esla cepa Th 643.

Para la cepa de F. Solani 607 v la cepa antagonista
mads eficiente fue Th 645 y todas las demas (Th 642, Th
643 y Th 650) se encuentran en el grupo b, con una menor
capacidad de inhibicién.

Como antecedente a los resultados obtenidos en
estos ensayos in vifro, en aplicaciones de campo en

cultivos bajo invernadero, Monaco ef al. (1991), obser-
varon una reduccion significativa en el porcentaje de
incidencia de la enfermedad causada por Fusarium spp.
y Sclerotium rolfsii, demostrando la posibilidad de usar
estos agentes a nivel de campo como alternativa a los
agroquimicos tradicionales.

Efecto del Fe**, salinidad, pH y Temperatura,
sobre el crecimiento de las mejores cepas
antagonistas de 7. harzianum (650 y 642).

Efecto del Fe*": Los resultados muestran que
existen diferencias significativas en el crecimiento de
ambas cepas en todas las concentraciones de Fe'' utiliza-
das. Se aprecia que ambas cepas crecen en todo el rango
de concentraciones utilizado, pero su crecimiento es
inversamente proporcional a la concentracién de Fe** en
el medio de cultivo (Tabla 5). También, se puede observar
que Th 650 crece mejor que Th 642, tanto a condiciones
bajas como altas de Fe** aunque esta diferencia no es sig-
nificativa.

Tabla 5. Efecto de diferentes concentraciones de Fe’*
sobre el crecimiento de las cepas Th 650 y Th 642.

Conc. De Fe™* Crecimiento en mm
ppm Th 650 Th 642

0 308a 18.6 a

5 28.8b 17.9b

15 279¢ 168 ¢

25 259d 143d

Estos resultados aplicados a los suelos en que
se utilizarian estos biocontroladores (V Region de Chi-
le). significarian que el Fe*" no es un factor limitante para
el desarrollo de estas cepas de T. harzianum; pero que,
estas se desarrollarian mejor en suelos con bajo conteni-
do de este elemento.

Considerando estos antecedentes, se debe co-
mentar que los niveles de nutrientes del suelo han permi-
tido mostrar el rol de la competencia por nutrientes en
los mecanismos de supresion por parte de los antagonis-
tas. Asi, Carbono y Fierro. resultan ser nutrientes limi-
tantes en el desarrollo de la microbiota edafica (Vannacci
& Gullino, 2000).

Segun Press ef al. (2001), existiria un efecto de
la concentracion de Fe sobre la resistencia sistémica in-
ducida (ISR), al observar la variacion de ISR, inducida por
Serratia spp. en pepino, la cual se redujo significa-
tivamente cuando la disponibilidad de Fe era aumentada,
por lo tanto la ISR seria dependiente de la concentracion
de Fe.
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taje de inhibicion, mientras que Th 645 y Th 643 mues-
tran valores mucho menores y son mas eficientes en R.
solani 509 v que con la cepa 618.

Tabla 3.Efecto de metabolitos difusibles en R. solani
v F. solani producidos por diferentes especies de 7.
harzianum.

T. harzianum % de inhibicion
Cepas R. solani | R solani | F. solani
618 509y 607v
Th 650 100,0a 100,0a 284 a
Th 645 17.1c 25.6¢ 44c
Th 643 15,3d 24.7d 1,lc
Th 642 90,1b 89.,4b 12,1b

F. solani 607 v, es notablemente menos inhibida
en su crecimiento que las cepas de R. solani, siendo la Th
650, la mas eficiente en inhibir su crecimiento con un
28%. Le sigue la Th 642 con un 12 % de inhibicion y
finalmente no existen diferencias significativas entre las
cepas Th 645 y Th 643, las que muestran valores menores
al 5% de inhibicion.

Metabolitos Volatiles: Los resultados se
presentan en la Tabla 4, donde se observa que no existen
diferencias significativas entre las distintas cepas
antagonistas, para ninguno de los patdgenos.

Tabla 4. Efecto de metabolitos volitiles en R. solani
¥ F. solani producidos por diferentes cepas de T.
harzianum.

% de inhibicion ;
T. harzianum | R.solani | R.solani | F.solani
Npp e G RIE s 607y
Th 650 20,5a 30,7 a 8.1b
Th 645 9,5b 11,5 be 12,8a
Th 643 19.0a 5,50 6,1 b
Th 642 9,2b 15;3ib 5.3.b

Para la cepa de R. solani 618, existen s6lo dos
grupos diferentes de acuerdo al Test de Duncan, las mas
eficientes en la inhibicion del crecimiento del patégeno
fueron Th 650y Th 643, mientras que las menos eficientes
fueron las cepas de Th 645 y Th 642.

Para la cepa de R. selani 509 v, la cepa antago-
nista mas eficiente es Th 650 y la segunda mas eficiente
es Th 642. La cepa menos eficiente en el control por
metabolitos volatiles de R. selani 509v, es la cepa Th 643.

Para la cepa de F. Solani 607 v 1a cepa antagonista
mas eficiente fue Th 645 y todas las demas (Th 642, Th
643 y Th 650) se encuentran en el grupo b, con una menor
capacidad de inhibicion.

Como antecedente a los resultados obtenidos en
estos ensayos in vitro, en aplicaciones de campo en

cultivos bajo invernadero, Ménaco et al. (1991), obser-
varon una reduccién significativa en el porcentaje de
incidencia de la enfermedad causada por Fusarium spp.
y Sclerotium rolfsii, demostrando la posibilidad de usar
estos agentes a nivel de campo como alternativa a los
agroquimicos tradicionales.

Efecto del Fe’*, salinidad, pH y Temperatura,
sobre el crecimiento de las mejores cepas
antagonistas de 7. harzianum (650 y 642).

Efecto del Fe’*: Los resultados muestran que
existen diferencias significativas en el crecimiento de
ambas cepas en todas las concentraciones de Fe** utiliza-
das. Se aprecia que ambas cepas crecen en todo el rango
de concentraciones utilizado, pero su crecimiento es
inversamente proporcional a la concentracion de Fe** en
el medio de cultivo (Tabla 5). También, se puede observar
que Th 650 crece mejor que Th 642, tanto a condiciones
bajas como altas de Fe*" aunque esta diferencia no es sig-
nificativa.

Tabla 5. Efecto de diferentes concentraciones de Fe**
sobre el crecimiento de las cepas Th 650 y Th 642.

Conc. De Fe’ _Crecimiento en mm
_ ppm Th650 | Tho42

0 308 a 18.6a

5 28.8b 17906

15 279¢ 16,8 ¢

25 259d 143d

Estos resultados aplicados a los suelos en que
se utilizarian estos biocontroladores (V Regiéon de Chi-
le), significarian que el Fe** no es un factor limitante para
el desarrollo de estas cepas de T. harzianum; pero que,
estas se desarrollarian mejor en suelos con bajo conteni-
do de este elemento.

Considerando estos antecedentes, se debe co-
mentar que los niveles de nutrientes del suelo han permi-
tido mostrar el rol de la competencia por nutrientes en
los mecanismos de supresion por parte de los antagonis-
tas. Asi, Carbono y Fierro, resultan ser nutrientes limi-
tantes en el desarrollo de la microbiota edafica (Vannacci
& Gullino, 2000),

Segiin Press ef al. (2001), existiria un efecto de
la concentracién de Fe sobre la resistencia sistémica in-
ducida (ISR), al observar la variacion de ISR, inducida por
Serratia spp. en pepino. la cual se redujo significa-
tivamente cuando la disponibilidad de Fe era aumentada,
por lo tanto la ISR seria dependiente de la concentracion
de Fe.
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para considerarlo en la produccién de biomasa de estas
cepas de 7. harzianum con el fin de preparar formula-
ciones de las mismas.

Efecto del mejor pH y temperatura para el
crecimiento de las cepas de Trichoderma sobre la
inhibicién de los patégenos investigados

En el caso de la cepa de R. solani 509 v (AG 2-
1), Th 650 ejercié una mayor inhibicion de crecimiento a
22°Cy pH 5 que a 28°C , mientras que a 28°C Th 642 fue
el que inhibi6 mejor a R. solani a pH 5 (Fig 3).

! Tenperatura 22°C vis 509V

Crecimiento Radial { mm )
Rhizoctonia solani 509V

GRONCRENI D 619 ©

50 65
BTESTGO WTh62 OThED |

TapedLR BCVsIR

21 IE & 3ic

B oo aial (gL,
cnd BB HS

Crecimiento Radia

% & p{
‘!‘IEEIKD ATheR [0TheD

Fig. 3. Crecimiento deR. solani 509 v, al ser enfren-
tadaaTh 642y Th650 222y 28°*Cy pHS5y6,5.

En la Fig. 4, se puede observar que la cepa de
Trichoderma Th650, fue la que inhibid mas el creci-
miento de R. solani 618 (AG 4-HGI) tanto a 22 como a
28°C, siendo mayor la inhibicion de crecimiento a pH 5
que a 6,5, es decir al mejor pH en que se desarrollan am-
bas cepas de Trichoderma (Th 650 y Th 642).

En el caso de F. solani 607 v (Fig.5), este fue mas
inhibido en su crecimiento también por Th 650 a tempe-
ratura de 28°C ya pH 5.

|
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Fig. 4. Crecimiento de R. solani 618, al ser enfrenta-
daaTh642y Th650a22y28*CypHSy6,5.

Todos estos resultados comentados, corroboran
que la mejor cepa bioantagonista de Trichoderma tanto
para R. solani 618 (AG-4-HGI) R. solani 509 v (AG 2-
1) y F. solani 607 v fue Th 650 a la temperatura y pH
optimo de su desarrollo (28°C y pH 5).

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede concluir
lo siguiente:

De las cepas de T. harzianum evaluadas, 1as mas
eficientes en el control de las cepas de R. solani y F.
solani fueron Th 650 y Th 642.

Las cepas Th 650 y Th 642 crecieron mejor a las
concentraciones mas bajas de Fe*' y de salinidad; sin
embargo, las concentraciones mayores investigadas, no
fueron limitantes para su desarrollo.

El pH mas adecuado para el desarrollo y antago
nismo de las cepas de T. harzianum 650 y 642 fue 5; sin
embargo, el rango de pH entre 5,5 y 8,0 no fue limitante
para su desarrollo. P
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TenperaLra22C vs&0TV

B
=
ECD
B
=2
S
3
ES
B2 5
(&)

D_

8 ESTIC0 B &2 ohen |
Tamperaua 28°C Vs 60TV
— i
Ex
S5
il
D
T
E.g 151
3 “n
5 1]
Eg
[THi]
0
5 65 pH
| BTESTGO a The gThead |

Fig. 5. Crecimiento de F. solani 607v, al ser enfrenta-
daaTh642yTh650a22y28*CypHS5y6,5.

La temperatura a la que mejor se desarrollaron y
antagonizaron las mejores cepas antagonistas de 7.
harzianum, fue a 28 °C, no siendo limitantes para su de-
sarrollo las temperaturas comprendidas entre 10 y 37 °C.

La respuesta de las cepas Th 650 y 642 a los fac-
tores edaficos evaluados y que ocurren en la zona donde
se aplicarian en el campo estos bioantagonistas, no cons-
tituirfan un factor adverso ni limitante para ellos.

Los antecedentes recopilados en esta investiga-
ci6én constituyen la base para establecer ensayos de
biocontrol de R. solani y F. solani bajo condiciones de
campo en la V Region.
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