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RESUMEN

ValenciaA.,J.C.; CastroC.,B.L. Estudiodealgunosaspectoshiolégicosdeaislamientosde
Trichoderma sp. antagénicos a Rosellinia bunodes. Cenicafé 55 (1):16-28. 2004.

Se determind invitro latasade crecimiento diametral, laesporulacion y lagerminacion de ai slamientos
de Trichoderma sp., bajo tres condiciones de temperatura, luz y pH. Se utilizaron colonias en PDA y
dos concentraciones deindcul o en sustrato de arroz. Se seleccionaron los de mejor efecto evaluandolos
luego en invernadero contra R. bunodes. El andlisis estadistico mostré mayor crecimiento diametral

de los aislamientos de Trichoderma sp. a 26°C, con 0, 8'y 12 horas de luz a octavo dia después de la
siembradel hongo. Los aislamientos T-10, T-Rby T-Nim produjeron 10,6; 14,7 y 48,3 x 107 esporas
por cajade Petri, y 92, 76 y 80% de germinacion a26°C, con 8 horas de luz/16 horas de oscuridad; 30°C
conOhorasdeluz/24 horasdeoscuridady 21°C con 8 horasdeluz/16 horasde oscuridad, respectivamente.

No hubo diferenciasentrelosvaloresde pH de4, 5y 6y las concentraciones deinécul o (1x10°y 1x108)

esp/ml por gramo de arroz. En invernadero hubo infeccidn deR. bunodes en raices de chapolasde café
del 20 al 28%, cuando setrataron con aislamientosdeTrichodermasp. (T-Nim, T-Mac-lis, T-Nar-ver,

T-10, T-Rb, T-1, y T-Valdepefias), mientras que el testigo de referencia presento el 64%, treintadias
después de lainoculacion del patdégeno y el antagonista ala siembra de chapolas.

Palabras claves: Crecimiento diametral, esporulacion, germinacién, Trichoderma, Rosellinia
bunodes, control bioldgico, Ilaga negra del cafeto

ABSTRACT

Theaveragediametrical growth rate, sporulation rate and germination percentage of several Trichoderma
sp. isolates with two inoculum concentrations was determined under three temperature, light and pH
conditionsin vitro. PDA colonies and two inoculum concentrations in rice substrates were used. The
best treatments were later evaluated against R. bunodes under greenhouse conditions. The statistic
analysisshowed higher diametrical growthrateof Trichodermasp reached at 26°C, with0.8and 12light/
dark hours, eight daysafter sowing thefungi in PDA plates. Theisolates T-10, T-Rb and T-Nim showed
a spore production/Petri plate of 10,6x10"; 14,7x107; 48,3x10” and germination rates of 92, 76 and
80% at 26°C, 8:16 light/dark hours; 30°C, 0:24 light/dark hours and 21°C, 8:16 light/dark hours,
respectively. There were no statistical differences between the pH conditions of 4, 5 and 6 and the
inoculum concentrations (1x10° and 1x10°) spores/ml/g of rice. Under greenhouse conditionsinfection
rates of R. bunodesin coffee seedling roots were registered when treated with Trichoder masp. isolates
(T-Nim, T-Mac-lis, T-Nar-ver, T-10, T-Rb, T-1 and T-Valdepefias) between 20-28%, whereas the
reference treatment presented 64% of infection, thirty days after settlement of the pathogen and
antagonist in the soil, before sowing the coffee seedlings.

K eywor ds: Diametrical growth, sporulation, germination, Trichoderma, Rosellinia bunodes, biological
control, coffee root rots.
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Rosellinia bunodes es considerado un
patégeno del suelo degranimportanciay causa
la enfermedad conocida como “llaga negra”,
no sélo en café sino también en otros cultivos
ocasionando dafios de consideracion y gran-
des dificultades en su manejo (1).

Durante los ultimos afios esta enfermedad
se haincrementado en la zona cafetera colom-
bianaespecial mente en areas de establ ecimiento
de cultivos tecnificados y eliminacién de ar-
boles de sombrio. El crecimiento de focos
ocasionados por el patégeno con la conse-
cuente destruccién de arboles en plena pro-
duccidn causa preocupacion entre los agricul -
tores; ademas, la inutilizacién de éstas éreas
debido a la contaminacion y al riesgo de in-
feccion de las nuevas siembras que ocasiona-
rian grandes pérdidas econémicas (9).

El control biol6gico se presenta como al-
ternativa importante para el manejo de las lla-
gas radicales. Se ha demostrado que especies
de hongos benéficos como Trichoderma sp.,
tienen un efecto controlador sobre el patége-
no evitandose asi la utilizacién de fungicidas
quecontaminan el ambientey afectanalafauna
y a hombre, conlo cual sefavoreceenel largo
plazo el mantenimiento ddl equilibrioen e sistema
de produccion, costos mas bajos y |a protec-
cién del ecosistema cafetero (7).

Trabajos adelantados en Cenicafé por
autores como Esquivel et al. (5), Castro (4) y
L 6pez (9), indican que el manejo deR. bunodes
utilizando el antagonista Trichoderma sp., es
promisorio en sistemas de produccion cafete-
ros, bien sea como un componente de los
sistemas integrales de manejo de enfermeda-
des 0 mediante el desarrollo de fungicidas
bioldgicos. Los objetivos propuestos en este
trabajo consitieron en optimizar las condicio-
nes de crecimiento del hongo Trichodermasp.
en laboratorio mediante evaluaciones de tem-
peratura, luz y pH en cajas de petri con medio
decultivo papa- dextrosa- agar (PDA) y sustrato

de arroz para ser aplicado contra el hongo R.
bunodes en invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevé a cabo en los labo-
ratorios e invernaderos de la Disciplina de
Fitopatologia de Cenicafé y se desarroll6 en
cinco fases que a continuacién se describen:

Obtencién dd patdgeno Rosellinia bunodes.
Se aisl6 de raices infectadas por el patégeno,
gue presentaron sintomasy signos tipicos de
laenfermedad, segiin metodol ogiadescritapor
Valencia(15). El inéculo paraincorporar a suelo
en los ensayos posteriores se cultivé en se-
millade sorgo, segiin metodol ogiadescritapor
Castro (3).

Obtencion de aislamientos de Trichoderma
sp. A partir de suelo procedente de cafetales
con o sin presencia de la enfermedad como de
raices de arboles de café afectadas por R.
bunodes, segiin metodol ogiadescritapor Castro
(4) y Esquivel (et al., 5). También seincluyeron
los aislamientos; T-Nim (de raices del arbol de
Neem Azadirachta indica, de la subestacion
de Naranjal afectadas por llaga negray T-10
(deraices de caf etos af ectados por llaganegra
de una finca del Municipio de Palestina, Cal-
das) y referenciados en anteriorestrabajoscon
buen nivel antagénico contra R. bunodes (4,
5).

PRUEBAS DE LABORATORIO

PRIMERA FASE: Efecto de la temperaturay
la luz. Se utilizaron tres aislamientos de
Trichoderma sp. (T-10, T-Nimy T-Rb). Inicial-
mente, se evaluaron a 21°C interactuando con
tres periodos deluz/oscuridad, durante 11 dias,
luego a 26°C y finalmente a 30°C. A partir de
un cultivo puro en PDA de 8 dias de edad se
hizo dilucién de 1x10° esporas/ml. Setomé una
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gota de 5m que se deposité en el centro de
cajas de Petri con PDA y se colocaron en
camara bioclimética a las temperaturas antes
mencionadas. Se utiliz6é un disefio completa-
mente aleatorio con arreglo factorial 3 x 3, con
3 aislamientos y 3 condiciones de luz/oscu-
ridad, siendo la caja de Petri la unidad expe-
rimental, con 5 repeticiones por tratamiento
(Tablal). Seseleccionaron las condicionesde
temperatura y horas luz que le permitieron a
cada aislamiento obtener alta produccion de
esporasy germinacion de éstascercanaal 100%.

SEGUNDA FASE: Efecto dd pH. Con cada
uno de los tres aislamientos de Trichoderma
sp. de 8 dias de edad, se prepar6 una concen-
tracion de 1x10°esp/ml y setomé unaalicuota
de5ml que se depositd en el centro de cajas
de Petri con PDA ajustadas a pH de 4,0, 5,0
y 6,0, lascuaessellevaron acamarabioclimatica
bajo las condiciones de luz y temperatura
Optimas encontradas en el ensayo anterior. Se
utilizé un disefio completamente aleatorio con
arreglo factorial 1 x 3, con 1 aislamiento y 3
condiciones de pH, siendo la caja de Petri la
unidad experimental, con 5 repeticiones por
tratamiento (Tabla 2). Se escogi6 el pH que

Tabla 1. Tratamientos para evaluar €l efecto de
temperaturay luz sobre €l crecimiento de los
aislamientos de Trichoderma sp.

Tto Aislamiento Luz/Osc (horas)
1 Trichoderma-10 12/12

2 Trichoderma —Nim 12/12

3 Trichoderma —Rb 12/12

4 Trichoderma —10 0/24

5 Trichoderma —Nim 0/24

6 Trichoderma-Rb 0/24

7 Trichoderma-10 8/16

8 Trichoderma -Nim 8/16

9 Trichoderma-Rb 8/16

permitié obtener los mejores resultados de
esporulacién y germinacion.

TERCERA FASE: Produccion y germinacién
deesporasen sustratodearroz. Seutilizé arroz
contenido en bolsas apropiadas paratratamien-
to en autoclave, en proporcion de 100g/100ml
de agua destilada estéril. Este material se es-
teriliz6 en autoclave durante 20 minutosa120°C.
Se inocul 6 con el hongo previamente prepara-
do, bajo las condiciones éptimas de tempera-
tura, luz y pH en PDA segln resultados ob-
tenidos anteriormente, en concentraciones de
Ix1®P y 1x10° esp/ml por gramo de arroz, adi-
cionando en cada bolsa 1ml de cada concen-
tracién. Lasbolsas se mantuvieron bajo lasmis-
mas condiciones de temperatura y luz encon-
tradas para su crecimiento en cajas de Petri,
hastaobservar el cubrimiento total delosgranos
de arroz por el hongo. Se utiliz6 un disefio
completamente aleatorio con arreglo factorial
1x2, con 1 aislamiento y 2 concentraciones de
inéculo, siendo labolsalaunidad experimental,
con 5 repeticiones por tratamiento (Tabla 3). Se
selecciond laconcentracién deinécul o que pro-
porciond mayores resultados de esporulacion
y germinacion.

Tabla 2. Tratamientos para evaluar €l efecto del pH
sobre €l crecimiento de los aidamientos de
Trichoderma sp.

Tto  Aislamiento T° Luz/osc pH
1 Trichoderma-Nim 21  8/16 4.0
2 Trichoderma-Nim 21 8/16 50
3 Trichoderma-Nim 21 8/16 6,0
4 Trichoderma-10 26 8/16 4,0
5 Trichoderma-10 26 8/16 5,0
6 Trichoderma-10 26 8/16 6,0
7 Trichoderma-Rb 30 024 40
8 Trichoderma-Rb 30 024 50
9 Trichoderma-Rb 30 024 6,0
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Tabla 3. Tratamientos para evaluar la esporulacién
y germinacién de esporas en sustrato de arroz.

Tto Aidamiento Conc (esp/ml)*g arroz
1 Trichoderma-Nim 1X10°6
2 Trichoderma-Nim 1X10¢8
3 Trichoderma-10 1X10°
4 Trichoderma-10 1X10¢8
5 Trichoderma-Rb 1X10¢6
6 Trichoderma-Rb 1X10¢8

CUARTA FASE: Evaluacion y seleccion de
otros aislamientos de Trichoderma sp. Se
evaluaron otros aislamientos con las mejores
condiciones de temperatura, luz y pH encon-
tradas en anteriores pruebas, en cajas de Petri,
con el fin de obtener informacién sobre la
variabilidad entre ellos. A partir de la concen-
tracion 1x10°esp/ml del hongo se tomd una
alicuota de 5m que se deposité en el centro
de las cgjas de Petri con PDA ajustadas a pH
= 5,0 y se colocaron en camara bioclimética.
Se evaluaron a 21 y 26°C, con 8 horas luz/
16 horas de oscuridad y 30°C con 0Oh luz/24h
oscuridad durante 8 dias, cada una. Se utilizd
un disefio completamente aleatorio con lacaja
de Petri como unidad experimental y 5 repe-
ticiones por tratamiento (Tabla4). Se seleccio-
naron los aislamientos que presentaron alta
produccién de esporasy germinacion de éstas
cercana a 100%.

VARIABLESDE RESPUESTA. a) Tasamedia
decrecimiento diametral delacolonia. Semidié
con un nonidmetro de precisién (0,02 mm) marca
Mitutoyo, a partir de las 48 horas después de
la siembra, cada 24 horas hasta completar 90
mm correspondientes a la cagja de Petri. Los
resultados se dieron en mm/dia (13).

b) Produccién de esporas. Se evalud a los 5,
8y 11 dias después de la siembra en las cajas
de Petri y en sustrato de arroz. A cada caja
se adicionaron 30ml de agua destilada estéril
raspando con unaasade argollasu contenido
y llevando el material colectado aerlenmeyeres
de 100 ml. Estasolucién madre se homogeneizo
en un vortex durante 1 minuto y se realizaron
diluciones en tubos de ensayo hasta que fue
posible el conteo de esporas (hasta 10%). De
esta suspension se tomo una alicuota la cual
se llevo ala camara de Neubauer en donde se
realizd el conteo de esporas utilizando el
cuadrante central (6, 16). Con respecto a la
producci6n de esporas en sustrato de arroz se
sigui6 lametodologia descritapor Vélez et al.
(16).

¢) Germinacion. Seevalu6 alos 5, 8y 11 dias
después de la siembra en las cajas de Petri y
ensustratodearroz. Paradlo seutilizdladilucidn
103 de cada submuestra preparada en |a prue-
ba de esporulacion, se tomaron 5ml que se
inocularon en cada cajacon agar-aguaal 1,5%

Tabla 4. Descripcion de los aislamientos de Trichoderma sp. evaluados en la cuarta fase del experimento.

Aislamiento Procedencia Caracteristicas
colonia

T-Maclis Raices macadamia afectadas por R. pepo Chinchind (Caldas) Compacta, lisa, verde

T-Mac gr Raices macadamia afectadas R. pepo Chinchina (Caldas) Granulosa, verde

T-Nar am Suelo Estacion Central Naranja - Cenicafé Compacta, amarilla-verdosa

T-Nar ver Suelo Estacion Central Naranjd - Cenicafé Granulosa, verde

T-95 Suelo Inglaterra (Lab Fitopatologia - Cenicafé) Granulosa, verde

T-1 Raices café afectadas R. bunodes (Lab - Cenicafé) Algodonosa, verde

T-x Raices café afectadas R. bunodes Chinchina (Caldas) Granulosa, verde

T-Vadepefias Suelo finca cafetera. Paestina-Caldas (Lab-Cenicafé)

Algodonosa, amarilla-verdosa
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sin acidificar, a razén de 5 alicuotas por caja
y seincubaron a26°C, durante 17 horas. Luego
se adiciond a cada sitio inoculado una gota
de azul de lactofenol. Se determind entonces
en cinco campos microscopicos por alicuota
€l nimero de esporas germinadas y no germi-
nadas (16).

QUINTA FASE: Pruebasde antagonismo en
inver nader 0. Seutilizaronlostresai slamientos
de Trichoderma evaluadosenlastres primeras
fases del trabajo y los aislamientos seleccio-
nados en la cuarta fase del experimento. Se
inocularon en cajas de Petri con PDA y se
colocaron bajo las mejores condiciones de
temperatura, luz y pH encontradas a lo largo
del trabajo durante 8 dias. Luego se multipli-
caron en sustrato de arroz adicionando en cada
bolsa 1ml de la concentracion adecuada de
esporas del hongo encontrada en la tercera
fase. Se mantuvieron en cdmara bioclimética
baj o las condiciones mencionadas anteriormen-
te, hasta observar el cubrimiento total de los
granos de arroz por €l hongo.

PRIMERA PRUEBA: Siembra de chapolas en
suelocon adiciéninicial del patégenoR. bunodes
y posterior aplicacion del antagonista
Trichoderma sp. Se utilizaron plantas de café
variedad Caturra con un par de hojas
cotiledonal es (chapolas) en vasos de plastico
de 16 onzas. Cadavaso sellend hastalamitad
con 150g de suelo natural mas pulpa de café,

en proporcién 3:1. La otra mitad del suelo se
mezcld con el patégeno en dosis de 8g del
sustrato/kg de suelo. Se sembraron dos
chapolas por vaso y 15 dias después se sa-
caron y alamezcla se adiciond el antagonista
Trichoderma sp. en proporcion de 20g del
sustrato/lkg de suelo mezclandolo
homogéneamentey se volvieron asembrar las
mismas chapolas por vaso, las cuales se de-
jaron en invernadero 15 dias. (Tabla 5).

SEGUNDA PRUEBA: Mezcla simultdnea
antagonista Trichoderma sp. vs patogeno
Rosellinia bunodes. Los aislamientos de
Trichoderma en proporcion de 20 g del sustrato/
kg de suelo y el patégeno en dosis de 8g del

sustrato/kg de suel o se mezclaron simultanea-
mente con 150g de suelo natural mas pulpa.

Esta mezcla homogénea se llev6 a los vasos
los cuales contenian 1509 de suelo y se sem-

braron 2 chapolas dejandose en invernadero

durante 30 dias (9). Los tratamientos evalua-
dos son los mismos referenciados en la prime-
ra prueba (Tabla 5).

TERCERA PRUEBA: Establecimiento del
patdgeno en el suelo y posterior acciéon del
antagonista. Se utilizaron vasos desechables
con suelo natural mas pulpa, con estableci-
miento del patégeno durante 15 dias y pos-
terior incorporaciéon del antagonista, para
dejarlosinteractuar durante quincedias, cuan-
do se sembraron 2 chapolas por vaso. Se hizo

Tabla 5. Tratamientos paraevaluar € efecto de los aislamientos de Trichoderma sp. sobre el patdgeno.

Tto Antagonista Patdgeno

1. Trichoderma Nim + Rosdllinia bunodes

2. Trichoderma Mac lis + Rosdllinia bunodes

3. Trichoderma Nar ver + Rosdllinia bunodes

4, Trichoderma 1 + Rosdllinia bunodes

5. Trichoderma 10 + Rosdllinia bunodes

6. T-Vddepefias + Rosdllinia bunodes

7. Trichoderma Rb + Rosdllinia bunodes

8. Testigo referencia Sdlo Rosdllinia bunodes

9. Testigo absoluto. Sin adicion de microorganismos
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la evaluacion a los 30 dias después de reali-
zado este Ultimo paso. Los tratamientos eva-
luados son los mismos referenciados en la
primera prueba (Tabla 5).

Disefio experimental: Se utilizé un disefio
completamente aleatorio, con 2 chapolas por
vaso como unidad experimental y 10 repeticio-
nes por tratamiento.

Variableevaluada: Porcentajedeinfeccion en
raices de café atacadas por R. bunodes. Se
utilizé laescala de evaluacion desarrollada por
Castro (3), donde grado O es raiz sana, grado
1: raiz af ectada20%, grado 2: raiz af ectada40%,
grado 3: raiz afectada 60%, grado 4: raiz afec-
tada 80% y grado 5: raiz completamente des-
compuesta o putrefacta y la planta muerta.

RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMERA FASE: Efectode Temperaturay luz.
Los aislamientos T-10, T-Rb y T-Nim registra-
ron lamayor tasamediade crecimiento diametral
con temperaturas de 26 y 30°C, tanto con O,
8y 12 horas de luz (Tabla 6), lo cual esta de
acuerdo con resultados encontrados por
Esquivel et al., (5), quienes encontraron que
Trichoderma obtuvo crecimiento 6ptimo atem-
peraturas entre los 25 y 30°C y, con respecto
alaluz, ésta no afectd su crecimiento.

El andlisis de varianza mostré6 mayores
resultados de esporulacién y germinacién de
lostresaislamientosde Trichoderma sp., alos
8 dias después de la siembra en cajas de Petri
con 11x107 esporas por caja de Petri y 35,2%
de germinacion en promedio frente a2,13 x 107
y 27,5 % del quinto diay 10,2 x 107 y 21,6%
del décimo primer dia. La produccién de espo-
ras por caja de Petri de los aislamientos T-10
y T-Rb fue de 10,6 y 14,7x107 con 92 y 76%
de germinacion a 26°C con 8 h de luz/16 h de
oscuridad y 30°C con 0 horas de luz/24 h de
oscuridad, respectivamente (Tabla7). Resulta-

dos similares obtuvieron Miranda et al. (10) al
aplicar la metodologia de «superficie de res-
puesta» en la optimizacion del crecimiento y
esporulacién de dos cepas de Trichoderma sp.
endondedeterminaron quelatemperaturadptima
para el crecimiento de éstas estuvo alrededor
de 32,5°C y que la esporulacion fue favorecida
a temperaturas cercanas a 33°C.

El aislamiento T-Nim alcanz6 el méximo de
esporulacién con respecto alos otros dos ais-
lamientos, con una concentracién de 48,3x107
esporas/caja Petri a 21°C con 8h de luz/16 h
de oscuridad y 80% de germinacion (Tabla 7).

SEGUNDA FASE: Efectode pH. En cuanto al
crecimiento diametral de las colonias, el ana-
lisis de varianza no mostr6 diferencias esta-
disticas (P=0,05) entre los valores de pH eva-
luados. Sin embargo, se observé que los ais-
lamientos T-10 y T-Rb a 26 y 30°C, crecieron
en el menor tiempo adiferenciadel aislamiento
T-Nim a 21°C (Tabla 8).

El andlisis de varianza mostré6 mayores
resultados de esporulacién y germinacién de
lostresaislamientosde Trichodermasp., alos
8 dias después de la siembra en cajas de Petri
con 43,8x107 esporas por cajade Petri y 84,4%
de germinacién en promedio frente a 7,81x107
y 87,0% del quinto diay 40,1x107 y 63,5% del
décimo primer dia(Tabla9). Lapruebade Tukey
(P=0,05) adicho tiempo no mostré diferencias
estadisticas con respecto alaesporulacion en
los tres aislamientos. El aislamiento T-10 con
pH 4,0 inhibié su germinacion. No obstante,
segun Papavizas (12), las conidias de
Trichoderma requieren de una fuente de
nutrimentos para la germinacién in vitro. La
respuesta de la conidia a los nutrimentos se
ve afectada por la concentracién de iones de
hidrégeno, con mayor germinacion bajo con-
diciones acidas que en condiciones neutras.

Los tres aislamientos obtuvieron los ma-
yoresresultados de esporulaciony germinacion
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Tabla 6. Tasamediade crecimiento diametral diario de colonias de Trichoderma. sp. bajo tres condiciones de

temperaturay luz.

CRECIMIENTO DIAMETRAL (mm/dia)

Aisl T°
Luz Lectural Lectura2 Lectura3 Media Limite Limite
(horas) (2%°dia) (3" dia) (4*dia) inferior superior
T-10 21°C 0 18,1 45,0 61,2 41,4 31,2 51,6
8 17,8 44,8 61,4 41,3 30,9 51,7
12 16.9 435 59.6 40.0 299 50,1
26°C 0 48,4 80,6 90 64,5 52,3 76,7
8 46,7 76,9 90 61,8 50,4 73,3
12 418 710 90 56,4 452 67,6
30C 0 35,2 59,6 77,7 57,5 47,3 67,7
8 33,1 58,9 81,6 57,9 46,0 69,7
12 314 56.3 78,6 554 43,98 66.9
T-Rb 21°C 0 17,6 44,8 67,2 432 315 54,8
8 15,9 452 67,2 42,8 30,7 54,8
12 15,7 43,6 64,6 41,3 29,8 52,8
26°C 0 47,6 84,6 0 66,1 52,1 80,0
8 43,0 78,7 90 60,8 47,1 74,5
12 41,0 75,1 90 58,1 45,0 711
30°C 0 37,3 61,9 85,3 61,5 49,9 73,0
8 35,1 57,5 83,9 58,8 47,3 70,4
12 304 54,2 754 53,3 424 64,3
T-Nim 21°C 0 19,9 45,8 64,8 43,5 33,0 54,1
8 19,1 45,8 65,0 43,3 324 54,2
12 1838 451 63,5 425 319 531
26°C 0 46,5 82,7 Q0 64,6 50,8 78,4
8 42,8 77,2 0 60,0 46,9 73,1
12 42,3 76,5 90 59,4 46,4 72,3
30C 0 351 60,4 79,5 58,3 47,9 68,8
8 31,6 53,5 70,9 52,0 42,8 61,3
12 28,6 49,3 69,3 49,2 39,5 58,8

T° 21°C[CV=4,12]

CV= Coeficiente de variacion
21y 30°C (grados libertad)= 14

26 °C (grados libertad)=9

Nivel significancia de todas las temperaturas= 95

T° 26 °C [CV=4,24]

con pH 5,0. Resultados similares a los encon-
trados por Miranda et al. (10), a aplicar la
metodologia de superficie de respuesta en la
optimizacién del crecimiento y esporulacién de
dos cepas de Trichoderma sp.

TERCERA FASE: Produccion y germinacion
de esporas en sustrato de arroz. Segun el Test
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T° 30°C[ CV=7,79]

LSD «minimadiferenciasignificativa» (P=0,05),
no se presentaron diferencias estadisticas en
la produccion de esporas y porcentaje de
germinacién en los tres aislamientos de
Trichoderma sp. bajo dos concentracionesde
inoéculo (1x10° y 1x10°%)esp/ml por gramo de
arroz. Resultados similares encontraron
Bahamén (2) y Olarte (11) con respecto a la




Tabla 7. Esporulacion y germinacion de tres aislamientos de Trichoderma sp. en diferentes condiciones de

temperaturay horas luz.

Produccién de esporas/caja petri (107) vs por centaj e de ger minacion

Te Luz(horas) Aislamiento (5° dia) (8~ dia) (11° dia)

ESP GER ESP GER ESP GER
21°C 0 T-10 0 0 0,06 63,1 0,09 70,4
T-Nim 0,3 73,5 12,9 81,0 20,6 63,3
T-Rb 0 0 24 73,2 13,0 36,1
8 T-10 0 0 0,1 56,1 0,1 104
T-Nim 04 78,7 48,3 81,2 12,5 66,2
T-Rb 0 0 25 66,9 14 67,8
12 T-10 0 0 0,1 84,4 01 82,0
T-Nim 0,2 66,5 26,6 775 14,0 46,6
T-Rb 0 0 3.0 742 150 65.5
26°C 0 T-10 0,07 52,8 0,01 874 16,2 15,6
T-Nim 1,0 98,0 104 71,0 14,4 12,0
T-Rb 0,7 97,5 4,7 41,7 8,2 40,3

8 T-10 0,007 36,0 10,6 92,3 16,7 9,3
T-Nim 20 89,0 17,2 42,3 11,9 15,8
T-Rb 01 96,2 81 32,6 19,1 26,5
12 T-10 0,04 86,1 6,0 75,7 14,9 12,3
T-Nim 28 90,1 11,6 49,9 18,0 135
T-Rb 04 96,2 11,7 65,5 24,1 214
30°C 0 T-10 7,3 58,2 139 28,3 17,6 62,3
T-Nim 6,3 53,5 16,3 62,0 17,1 77,8
T-Rb 5.6 60.3 147 76.0 289 65.6
8 T-10 6,2 53,5 16,6 45,2 19,8 60,5
T-Nim 45 56,7 11,6 45,0 15,7 78,6
T-Rb 46 52,2 222 54.9 20.2 753
12 T-10 4.8 63,4 15,0 32,1 16,0 65,4
T-Nim 50 53,5 11,0 50,0 16,7 81,8
T-Rb 54 56,7 26,9 58,5 17,5 76,3

ESP= Esporulacion. GER= Germinacion. CV= Cosficiente de variacion.

evaluacion de concentraciones deinoculo para
el cultivo de Beauveria bassiana, infiriéndose
gue a mas baja concentracion se produjo una
capa delgada de micelio que esporul 6 comple-
tamente, dandoles mayor viabilidad a las es-
poras, mientras que avaloresmayoresdeindculo
la capa micelial formada aumentd su espesor
y solamente esporul 6 la fraccion micelial ex-
puesta en la superficie debido al estrés some-
tido por espacio, induciéndose como conse-
cuencia la terminacion del ciclo. Segun los

resultados anteriores, la concentraciéon de
Ix10%esp/ml por gramo de arroz seria apropiada
para el incremento del hongo a gran escala,
disminuyendo asi el tiempo de incubacion y
los costos de produccién.

El aislamiento T-Rb a 30°C disminuy6 la
produccion de esporas y el porcentaje de
germinacion en comparacion con los otros dos
aislamientos, que no se vieron afectados a 21
y 26°C (Tabla 10).
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Tabla 8. Tasamediade crecimiento diametral diario de aislamientos de Trichoderma sp. en tres condiciones
de pH apartir de las 48 horas de exposicion alas diferentes temperaturas y horas de luz.

Aisdl pH Crecimiento diametral (mm/dia)
Lectural Lectura?2 Lectura3 Media Limite Limite
(2% dia) (3= dia) (4~ dia) inferior superior
X CV X CV X CV
T-10 4 37,79a 1,92 80,02a 2,24 PNa 0,0 69,2 56,2 82,2
5 3834a 435 81,80a 2,60 Pa 0,0 69,8 56,7 82,9
6 3791a 267 81,71a 1,63 Pa 0,0 70,0 57,0 83,0
T-Rb 4 428la 109 7572a 9,39 Pa 0,0 72,3 62,0 82,6
5 47,78a 2,95 73,05a 991 Na 0,0 69,9 58,6 81,2
6 417a 135 75,72a 9,39 PNa 0,0 68,6 57,1 80,0
T-Nim 4 16,24a 3,29 4342a 4,17 78,03a 2,30 459 31,3 60,4
5 1940a 20,3 46,51a 9,26 79,96 a 6,39 46,4 32,1 60,7
6 17,08a 3,79 4410a 2,88 7812a 2,64 48,6 34,2 63,0

* Vaores seguidos de la misma letra en la misma columna, son iguales estadisticamente de acuerdo con la

prueba de Tukey al 5%.
CV= Coeficiente de variacion.
Grados de libertad= 14 y Nivel de significancia= 95%

Tabla 9. Produccion de esporas/caja de petri (107) y porcentaje de germinacion de | os tres aid amientos de

Trichoderma sp. en tres condiciones de pH.

Aisl PH Esporulacién Germinacién Esporulacion Germinacion Esporulacion Germinacion
5° dia 5° dia 8~ dia 8~ dia 11° dia 11° dia
X CVv X CV X CVv X CvVv X CV X CvVv
T-10 4 12,2a 435 77,9 11,5 50,5a* 43,9 71,8b 3,54 50,3a 6,51 19,5a168,2
5 9,63a 26,8 93,6a 3,69 482a 32,7 94.6a 1,48 56,8a 27,6 39,8a 66,2
6 8,45a 58,7 90,9a 6,80 47,6a 17,6 94,0a 3,82 594a 18,6 21,2b 42,6
T-Rb 4 11,5a 33,5 854a 246 41,7a 15,7 83,6a 7,14 456a 11,2 85,la 5,88
5 159a 32,6 91,8a 12,4 456a 155 89,4a 8,09 36,3a 22,8 87,0a 6,01
6 114a 39,7 85,6a 890 38,9a 234 85,5a 3,99 30,2a 8,42 85,2a 6,72
T-Nim 4 0,15b 134,8 70,2b 26,0 40,4a 38,0 72,7a 10,3 32,3a 23,9 71,8a 14,1
5 0,47a 63,9 944a 4,05 41,1a 155 85,2a 11,2 21,8a 16,7 8l1,7a 12,2
6 0,65a 110,6 93,7a 1,54 41,0a 46,3 83,3a 9,63 28,7a 23,4 806a 7,11

* Val oresseguidosdelamismaletraenlamismacol umna, sonigual esestadisticamente deacuerdo conlapruebade Tukey

al 5%. CV= coeficiente de variacion.

CUARTA FASE: Evaluacién y sdlecciéon de
otros aislamientos de Trichoderma sp. El
andlisis de varianza mostré que a 26 y 30°C
los ocho aislamientos crecieron rapidamente,
pero con menor produccién y germinacion de
esporas, mientras que a 21°C, €l crecimiento
fue lento pero con mayor esporulacién y
germinacion.
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A 21°Closaislamientos T-Maclis, T-Nar ver
y T-1 presentaron los mejores resultados en
produccién y porcentaje de germinacion de
esporas por caja Petri, con concentraciones de:
27,8, 345y 32,8x10° y 90,3; 75,1y 91,5%, res-
pectivamente. A 26°C, el aislamiento T-
Valdepefias con 29,3x107esp/caja Petri y 50,1%
de germinacion, fue el mejor. A 30°C los resul-




Tabla 10. Produccién de esporas por gramo de arroz (107) y porcentaje de germinacion de cadaaislamiento de
Trichoderma sp. en dos concentraciones de indculo, 15 dias después de la siembra.

Aislam Inéculo Esporulacién Germinacion
X cV X cV
T-10 1x10° 50,0 a* 37,8 82,7a 10,0
1x10° 338a 23,7 85,1a 9,70
T-Rb 1x10° 72a 77,8 30,6 a 26,9
1x 108 8la 75,1 414a 30,7
T-Nim 1x10° 471a 28,9 735a 9,62
1x 108 31,8a 34,4 756 a 7,95

* Vaores seguidos de la misma letra en la misma columna, son iguales estadisticamente de acuerdo

con la prueba de Tukey al 5%.
CV= Coeficiente de variacion.

tadosfueron relativamente bajos con respecto
a las otras dos temperaturas de andlisis.

QUINTA FASE: Pruebas de Antagonismo en
invernadero:

PRIMERA PRUEBA: Siembra de chapolas en
suelocon adicidn inicial dd patégenoR. bunodes
y posterior aplicacion del antagonista
Trichoderma sp. Quince dias después de la
aplicacion del antagonista ninguin aislamiento
habiacontrolado laenfermedad, registrandose

entre 80 a 90% de infeccion en las raices y
haciéndose evidente el alto poder patogénico
de R. bunodes (Tabla 11; Figura 2 (b)). Esto
resultados son similares alos encontrados por
Ibarra et al. (8), quienes demostraron alta
patogenicidad del hongo al cabo de 15 diasde
establecido en el suelo, ocasionando putrefac-
cion de laraiz y muerte de la plantula. Por tal
motivo, se vio reducida la accion de
Trichoderma sobre el estado avanzado de la
enfermedad. El andlisis de varianza mostro
diferencias estadisticas (P=0,05) entre los ais-
lamientos T-Mac lisy T-Rb con 89 y 91% de

Tabla 11. Porcentgjes de infeccion en raices de chapolas de café atacadas por R. bunodes

TRATAMIENTO PRIMERA SEGUNDA TERCERA
PRUEBA PRUEBA PRUEBA
% INFECCION % INFECCION % INFECCION
15DIAS 30DIAS 30DIAS
X CcVv X CV X CV
1. T-Nim + R. bunodes 84ab* 6,99 8lab 19,1 22b 6,32
2. T-Mac lis + R. bunodes 8% 8,75 85ab 135 25b 12,6
3. T-Nar ver + R bunodes 85ab 7,07 80ab 12,4 23b 9,48
4. T-1+ R bunodes 82ab 6,32 66b 222 21b 3,16
5. T-10 + R. bunodes 8lab 3,16 82ab 19,8 27b 14,9
6. T-Vadepefias+ R bunodes 84ab 6,99 84 ab 15,0 28b 16,1
7. T-Rb + R. bunodes 9la 11,0 64b 24,1 26b 10,7
8. Testigo Referencia 77b 6,74 93a 9,48 64a 5,16
9. Testigo Absoluto Oc 0 Oc 0 Oc 0

* Val oresseguidosdelamismaletraenlamismacolumna, sonigual esestadisticamentedeacuerdo conlaprueba

de Tukey al 5%. CV= Coeficiente de variacion.
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infeccion respectivamente, en relacion con el
testigo de referencia que presentd 77% de
infeccidn, resultando el menor porcentagje
observado. Las diferencias pueden deberse a
la desuniformidad en la forma de realizar la
mezcla fisica del suelo con el indculo de R.
bunodes. Deestaforma, en el tratamientotestigo
de referencia el patégeno pudo ubicarse mas
lejos delasraices, retardando lallegaday por
ende la infeccién, mientras que para los dos
tratamientos el patdégeno posiblemente se
localizé mas cerca de las raices. El riego va-
riableaplicado alosvasospodriatambiénincidir
en los resultados afectando el desarrollo del
patdgeno y/o los antagonistas, ademas de la
presencia de organismos mico6fagos como
acaros, moscas, etc, queal alimentarsedehongos
disminuyen la cantidad de in6cul o patogénico
y/o antagonista.

SEGUNDA PRUEBA: Mezcla simultanea del
antagonista Trichoderma sp. vs e patégeno
Rosellinia bunodes. Treinta dias después de
la inoculacién se observaron porcentgjes de
infeccion en las raices en tratamientos donde
se aplicaron T-Nim, T-Mac-lis, T-Nar ver, T-
10 y T-Valdepefias oscilando entre 80 a 85%,
y haciéndose evidente el bajo efecto antago-
nico de estos aislamientos y el alto poder
patogénico deR. bunodes. (Figuralb). El andiss
de varianza mostr6 diferencias estadisticas

(P=0,05) entre los tratamientos con aplicacion
de T-Rb y T-1 presentando 64 y 66% de in-
feccidn enraices, respectivamente, enrelacion
con el testigo de referencia que presentd 93%
de infeccidn (Tabla 11). Segun estos resulta-
dos, puede existir ampliavariabilidad genética
entre aislamientos de Trichoderma sp., mani-
festada por su afinidad hacia el patégeno.

TERCERA PRUEBA: Establecimiento del
patdgeno en el suelo y posterior accion del
antagonista. Con esta prueba se registré un
control aceptable delaenfermedad por lossiete
aislamientos de Trichodermasp. El andlisisde
varianzamostro diferencias estadisti cas (P=0,05)
entre tratamientos con aplicacion del antago-
nista, registrandose porcentajes de infeccién
en raices de 20 a 28%, treinta dias después de
la siembra de chapolas y se evidencié la
colonizacién del mismo sobre la raiz (Figura
2a). El testigo de referencia presenté 64% de
infeccion. Estosresultados corroboran el efec-
to antagénico de Trichoderma contra el pa-
tégeno, registrado por otros autores (7, 5, 4).
(Tabla 11; Figura 1a). Considerando la agre-
sividad de R. bunodes, el antagonismo de los
aislamientos de Trichoderma sp. en el suelo
puede ser explicado por lainteraccion de ambos
microorganismos antes de la siembra de
chapolas, dandoles tiempo y espacio para
demostrar su alta tasa de crecimiento, capaci-

Figura 1. Pruebas de antagonismo en invernadero 30 dias después de lainoculacion. (a) Plantas de café
variedad Caturraen buen estado debido al efecto antagénico delosaislamientosdeTrichoderma sp. sobre
R. bunodes. (b) Plantas de café variedad Caturra con sintomas de marchitamiento por efecto de R.

bunodes.

26  Cenicafé, 55(1):16-28.2004




Figura 2. (a) Colonizacion deTrichoder ma sp. sobreraiz con adiciéndepatdgeno. (b) Grado 4 deinfeccién
por efecto de R. bunodes: 80% de colonizacion (micelio del patdgeno distribuido a lo largo de la raiz

principal).

dad parasiticay competitiva sobre el patoge-
no, evitando asi que el patdgeno se desarrolle
ya que carece de las ventajas que le propor-
ciona el hospedante. De esta forma, las bon-
dades de este tipo de control utilizando este
hongo antagonista pueden ser incluidas como
complemento a las préacticas de manejo inte-
grado de lallaga negra del cafeto, paralograr
los resultados deseables alargo plazo median-
telareduccioninicial delapoblacion deinéeculo
patogénico.
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