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RESUMEN

Dentro de las enfermedades que afectan la yuca (Manihot esculenta
Crantz), se encuentra la pudricién de raices causada por Phytophthora
spp., esta enfermedad se ha encontrado en Colombia causando pérdi-
das hasta del 80% de la produccion en ciertas regiones. El objetivo de
este trabajo fué seleccionar aislamientos eficientes de Trichoderma
spp. mediante ensayos in vitro para luego usarlos en el control de
varias especies de Phytophthora. Cincuenta cepas de Trichoderma
spp. fueron seleccionadas de una coleccion de 350 aislamientos proce-
dentes de la rizosfera de yuca cultivada en diferentes zonas edafocli-
maticas en América Latina. Las cepas fueron evaluadas por su capaci-
dad antagénica con dos métodos de seleccién in vitro. En el primer
método se sembraron directamente el antagonista y Phytophthora
nicotianae (sin. P. parasitica) en platos de cultivo. Trece cepas de
Trichoderma spp. produjeron inhibicién en el desarrollo y/o creci-
miento de P. nicotianae de una zona mayor a 10 mm, y colonizaron
mas del 75% del cultivo. Las mismas 50 cepas fueron evaluadas en el
invernadero para el control de P. nicotianae inoculando estacas enrai-
zadas mediante aplicacidn al suelo. Cuatro cepas mostraron diferencias
significativas en la incidencia, aunque se present alta variabilidad
entre los resultados de as replicaciones en el tiempo. Por esta razén se
desarrollo el segundo método in vitro usando filtrados libres de es-
tructuras de Trichoderma spp. y se evalué el efecto de las mismas
cepas sobre P. drechsleri, P. nicotianae y Phytophthora spp., se filtra-
ron aislamientos de Trichoderma crecidos en medio liquido de Richard
para preparar una suspensién que luego se mezclé con PDA y asi se
obtuvo un medio con los tdxicos del biocontrolador en el cual se sem-
braron los patégenos. De los 40 aislamientos de Trichoderma spp.
probados, se destacaron las cepas 12 PDA-4, 14 PDA-4 y 41 PDA-3,
por inhibir el crecimiento de P. drechsleri y Phytophthora spp. , hasta
en un 80%. La cepa 14 PDA-4 fué efectiva en pruebas de invernadero.
Los resultados de la técnica de medio filtrado se correlacionaron con
los obtenidos in vitro. '
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SUMMARY

One of the diseases affecting cassava (Manihot esculenta Crantz) is
the root rot caused by Phytophthora spp., whose attacks in Colombia
have up to 80% of crop production in certain regions. The purpose of
this research work was to screen, through in vitro assays, for efficient
Trichoderma spp. isolates through that could be used against various
Phytophthora species. Fifty Trichoderma spp. strains were selected
from a collection of 350 isolates taken from the cassava rhizosphere of
cultivars grown in differente edafoclimatic zones in Latin America.
The strains were assessed for their antagonistic capacity using two in
vitro methods for screening. Following the first method, the antago-
nistic agent and P. nicotiana were placed directly in culture Petri
plates. Thirteen strains of Trichoderma spp. inhibited growth and/or
development of P. nicotiana in an area larger than 10 mm in diameter
and made colonies in more than 75% of the pathogen culture. The
same 50 strains were evaluated in the greenhouse for the control of P.
nicotianae by applying them to the soil so as to inoculate cassava
rooted stakes. Significant differences were found among four strains
related to their incidence; however, high variability was also found
with time among replications. Due to these results, a second in vitro
method was developed using filtrates free of Thichoderma spp. struc-

tures. The effect of the same strains on P. dreschleri, P. nicotianae
-and Phytophthora spp. was then evaluated. Trichoderma isolates were
- also grown in the Richard liquid medium and then filirated to repare a

suspension; the latter was mixed with PDA to obtain a medium ¢on-
taining the biocontroler toxins, and the pathogens were then sown in
this medium. Among the 40 Trichoderma spp. isolates tested, the
strains 12 PDA-4, 14 PDA-4 y 41 PDA-3 did extremely good at inhib-
iting the growth of P. dreschleri and Phytophthora spp.; inhibition
reached up to 80% in some cases, Strain 14 PDA-4 was effective in
greenhouse trials. Results of the filtrate medium method correlated
well with those obtained in vitro.

Key words: Phytophthora, Trichoderma, biocontrol, cassava, Mani-
hot esculenta, root rot.

INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades que afectan el
cultivo de la yuca Manihot esculenta Crantz,
se encuentra la pudricién de raices y tallos
causada por Phytophthora spp., la cual se ha
encontrado en Africa (Fassi, 1957) y en
América tropical causando pérdidas hasta del
80% de la produccion total (Alvarez y Loke,
1996). La enfermedad afecta plantas jévenes
y adultas en suelos con problemas de drenaje
(Souza Filho et al, 1979), causando marchi-
tez repentina de la planta y severa pudri-
cién en las raices.

En ensayos preliminares (Alvarez, Loke y
Mayer, 1996), se evalud la capacidad antagé-
nica in vitro de cincuenta cepas de Tricho-
derma spp. sin haber encontrado una correla-
cidn positiva entre estos resultados y los

obtenidos bajo condiciones de invernadero
para el control de Phytophthora nicotianae,
inoculando estacas enraizadas mediante la
aplicacién del inéculo al suelo.

Por esta razén, en el presente trabajo se
desarrolld otro método in vitro, usando filtra-
dos libres de estructuras de Trichoderma spp.
evaluandose el efecto de las cepas sobre dos
especies de Phytophthora. El objetivo de este
trabajo fue el de seleccionar aislamientos
eficientes de Trichoderma spp. mediante
ensayos in vitro, para luego usarlos en el
control de varias especies de Phytophthora.

MATERIALES Y METODOS

Un grupo de 40 aislamientos de Trichoderma
spp. fueron seleccionados de una coleccidn de
350 cepas monospéricas procedentes de la
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rizosfera de yuca en Colombia, Brasil, Ecua-
dor y Venezuela (Tabla 1), conservadas en
papel filtro a baja temperatura (-20 °C), para
ser evaluadas como biocontroladores de P.
drechsleri 'y P. nicotianae aislados de raices
de yuca afectadas por pudricién; las cepas

- fueron recuperadas y sembradas en platos con

medio de cultivo (PDA) e incubadas durante
5 dias a 27 °C. De cada aislamiento se tomé
un disco de PDA con desarrollo miceliar y se
inoculé en erlenmeyers con medio liquido
Richard (Richard’s Medium: 50g Sucrosa,
0,02g FeCl;, 10g KNOs, 5g KH,PO,, 2,5g
MgS0,.7H,0; en 1 1t de agua), colocados en
un agitador durante 7 dias. Después de este
tiempo, los aislamientos de Trichoderma
spp., colonizaron completamente el medio
liquido, el cual se pasé a través de un filtro
metélico '
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Tabla 1. Aislamientos de Trichoderma , sitio de on'}gn y crecimiento

Aislamiento de

Crecimiento de micelio (mm)

Trichoderma spp. Sitio de Origen P4 P12
30 TSM-1 Ciat(Palmira) 3,1 42
47 TSM-1A Meta 3,7 1,2
8 PDA-2A Quindio 3,0 1,9
26 TSM-2 CIAT(Palmira) 28 11
11 TSM-4 Estado Ceara(Brasil) 3,1 1.2
51 PDA-3 Bolivar 34 0,9
41 PDA-3 Meta 2,6 0,4
14 PDA-4 Estado Para(Brasil) 2,7 0,6
12 PDA-4 Estado Ceara(Brasil) 29 0,7
18 TSM-3 Estado Amazo- 3,6 1,9
14 PDA-2 nas(Brasil) 23 1,3
Testigo Estado Para(Brasil) 4,4 4,9

de 0,45 pm y luego por un filtro desechable
de 0,22 um, para obtener un volumen final de
48 ml libres de estructuras por cada cepa del
biocontrolador. El filtrado se mezclé con
PDA (72ml H,0 + 4.39 g PDA) previamente
esterilizado para obtener un volumen final de
120 ml de medio con téxicos. Este medio se
sirvié en 6 platos. petri, en los que posterior-
mente se sembraron discos con los patégenos.
Las evaluaciones se hicieron midiendo el
crecimiento radial de los patégenos en el
medio filtrado. El arreglo empleado fue de
bloques completos al azar, con 2 tratamientos
(cepas de Phytophthora spp.) por 8 puntos de
siembra en cada caja; 6 cajas o repeticiones
unidad de evaluacién (medio PDA + filtrado
de las cepas de Trichoderma spp).

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 40 aislamientos probados de Tricho-
derma spp., se destacaron las cepas 12PDA-
4 (Ceara, Brasil) 14PDA-4 (Para, Brasil) y
41PDA-3 (Meta, Colombia), por inhibir el
crecimiento hasta en un 80% de P. drechsle-
ri 'y P. nicotianae (Figura 1), especies alta-
mente agresivas, previamente caracterizadas
en pruebas de patogenicidad en raices, tallos
y hojas (Datos sin publicar CIAT, 1996).
Ademas, estos aislamientos reducen el creci-
miento de los patdgenos, en casi un 50% en el
cuarto dia de evaluacion (Figura 2).

Trichoderma spp. ha sido reportada como
un efectivo agente de control biolégico de
varios fitopatogenos. Dentro de los mecanis-
mos de biocontrol que se han reconocido en
Trichoderma spp. se encuentra el micopara-
sitismo, la competencia por nutrientes, la
antibiosis, la induccién de crecimiento de las
plantas (Baker, 1991; citado por Cotes,
1997), la produccién de enzimas hidroliticas
como exoquitinasas, celulasas y exo B - 1,3
glucanasas (Cherif & Benhamou, 1990;
Cotes, Thonart & Lepoivre, 1994; citados
por Cotes, 1997) y la induccién de proteinas
de defensa en la planta como endoquitinasas
y endoglucanasas (Cotes, 1993; citado por
Cotes, 1997).

A nivel in vitro se han realizado varios
ensayos que demuestran la capacidad antag6-
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nica de Trichoderma spp. (Bell et al, 1982;
citados por Cotes, 1997). Hadar, Chet &
Henis (1979) citados por Cotes, (1997),
encontraron que Trichoderma harzianum

%Inhibicién

parasitd el micelio de Rhizoctonia solani
(Askew & Laing, 1994, citados por Cotes,
1997) cuando los dos hongos crecieron juntos
en un medio de cultivo que contenia glucosa
maés minerales. No detectaron una actividad
antibitica de la T. harzianum contra ese
patdgeno, pero si la presencia de las enzimas
B8-1,3-glucanasa y quitinasa, dichas enzimas
fueron reportadas por Cherif y Benhamou,
(1990), citados por Cotes (1997) en otro
experimento in vitro, como inhibidoras del
crecimiento del hongo patogeno Fusarium
oxisporum f. sp radicis - lycopercici. La
inhibicidn observada se debié a la afeccion
que suffié la pared del F. oxisporum por un
rapido colapso y a la disminucién en el turgor
de las células en las dreas donde no hubo
contacto directo con Trichoderma sp. indi-
cando que los metabolitos  extracelulares
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Figura 1. Inhibicién del crecimiento de Phytophthora nicotianae (P4) y P. drechsleri (P12) por Trichoderma spp.
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Figura 2. Crecimiento de Phytophthora spp. en medio de filtrado de Trichoderma sp
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pudieron ser los responsables de esa degrada-
cion.

CONCLUSIONES

Al observar el comportamiento del creci-
miento de los aislamientos de Phytophthora
spp. sometidos a prueba sobre medio PDA en
presencia de tdxicos de diferentes cepas de
Trichoderma, la cepa 14 PDA-4 fue efectiva
en pruebas anteriores en el invernadero, se
determiné que hay correlacién directa entre
los resultados in vivo.

El nuevo método de seleccién in vitro
desarrollado, asi como las cepas caracteriza-
das como eficientes, muestran un panorama
alentador en cuanto al potencial de control
biolégico de la pudricién radical en yuca,
causada por Phytophthora spp., conocido por
su dificil control.

Se observaron diferencias en cuanto a la
respuesta de los aislamientos de Phyrophtho-
ra ante la presencia de algunas cepas de
Trichoderma spp., las que actian mds efi-
cazmente en el control de P. drechsleri que
de P. nicotianae.
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