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RESUMEN

La enfermedad del cacao conocida como “escoba de bruja”,
causada por el hongo Crinipellis perniciosa, es considerada
como una de las amenazas mds grave al suministro mundial de
chocolate. Una alternativa al control de esta enfermedad es la
utilizacion del hongo biocontrolador Trichoderma spp. El pre-
sente trabajo pretende la identificacion molecular de aislados
de Trichoderma spp. provenientes de muestras de suelo de las
principales zonas productoras de cacao en el estado Carabobo,
Venezuela, a través del andlisis de las secuencias espaciadoras
transcritas internas 1 y 2 (ITS1 e ITS2) del ADN ribosomal
(ADNr). También se evaluo la capacidad de las cepas obtenidas
para controlar in vitro a C. perniciosa. Se identifico un total de

seis especies diferentes, siendo T. harzianum la mds abundan-
te (63,1%), seguida por T. virens (15,7%), T. brevicompactum
(13,1%), T. theobromicola / T. koningiopsis / T. ovalisporum /
T. asperellum (2,6%), T. pleurotum (2,6%), y T. koningiopsis
(2,6%). El indice de diversidad bioldgica fue de 0,15 y la lo-
calidad con mayor diversidad el Parque Nacional San Esteban.
Los ensayos de crecimiento en suelo estéril y los enfrentamien-
tos en cultivos duales en PDA sugieren que T. harzianum, T.
virens y T. theobromicola tienen la mayor capacidad biocontro-
ladora in vitro sobre C. perniciosa. Algunos de estos aislados
pudieran ser utilizados en programas de manejo de la enferme-
dad en cultivos de T. cacao.
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SUMMARY

The cocoa disease known as “witches’ broom”, caused
by Crinipellis perniciosa, is one of the greatest threats to the
world’s chocolate supply. An alternative for control of this dis-
ease is the use of the biocontrol fungus Trichoderma spp. This
work is an effort towards the molecular identification of Tricho-
derma spp. isolates from the soil of cocoa fields in the Carabo-
bo State, Venezuela, using internal transcribed spacers (ITS1 &
ITS2) of ribosomal DNA (rDNA). It has been also evaluated the
capacity of Trichoderma spp. for in vitro control of C. pernicio-
sa. Six species were identified, the most abundant (63.1%) being

T. harzianum, followed by T. virens (15.7%), T. brevicompactum
(13.1%), T. theobromicola / T. koningiopsis / T. ovalisporum /
T. asperellum (2.6%), T. pleurotum (2.6%) and T. koningiop-
sis (2.6%). The biodiversity index was calculated as 0.15, and
the site of highest diversity was the San Esteban National Park.
Bioassays to determine growth rate on sterile soil and dual cul-
tures on PDA suggest that T. harzianum, T. virens and T. theo-
bromicola have the highest in vitro biocontrol capacity on C.
perniciosa. Some of these isolates could be used in biocontrol
programs of this disease in T. cacao cultures.

Introduccion

La “escoba de bruja” es
una enfermedad del cacao
causada por el hongo Cri-
nipellis perniciosa (Monili-
ophthora perniciosa) (Stahel)
Aime & Phillips-Mora 2006
(Marasmiaceae, Basidiomy-
cota), y se considera una de
las amenazas mds graves al

suministro de chocolate a
escala mundial (Peabody,
2005). El control de esta en-
fermedad deberia realizarse
de forma orgdnica (sin la
aplicacién de productos
quimicos), debido a la fragi-
lidad de los ecosistemas
donde se encuentran estas
plantaciones, y a que este
tipo de produccién es muy

valorada en paises de Europa,
Asia y en los Estados Unidos
(Rotz et al., 2007). El hongo
Trichoderma spp. Persoon
1794, es uno de los agentes
de mayor uso en programas
de control biolégico como
regulador de fitopatégenos
(Vinale et al., 2008). Se ha
reportado su uso en una di-
versidad de cultivos de im-

portancia agricola incluyendo
el cacao, con gran efectividad
de control sobre Monilio-
phthora roreri (Cif.) H.C.
Evans, Stalpers, Samson &
Benny 1978 (Marasmiaceae,
Basidiomycota) y C. pernicio-
sa (Garcia et al., 2005).
Para lograr un manejo ade-
cuado de plagas con el uso
de agentes de control bioldgi-
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DIVERSIDADE DE Trichoderma spp. EM PLANTACOES DE Theobroma cacao L. DO ESTADO CARABOBO,
VENEZUELA, E SUA CAPACIDADE BIOCONTROLADORA SOBRE Crinipellis perniciosa (STAHEL) SINGER

Marzuly Rivas Cordero e Domenico Pavone Maniscalco

RESUMO

A enfermidade do cacaueiro conhecida como “vasoura de
bruxa”, causada pelo fungo Crinipellis perniciosa, é considera-
da como uma das ameacas mais grave ao subministro mundial
de chocolate. Uma alternativa ao controle desta enfermidade é
a utilizagdo do fungo biocontrolador Trichoderma spp. O pre-
sente trabalho pretende a identificacdo molecular de isolados de
Trichoderma spp. provenientes de amostras de solo das princi-
pais zonas produtoras de cacau no estado Carabobo, Venezuela,
através da andlise das sequéncias espacadoras transcritas inter-
nas 1 e 2 (ITS1 e ITS2) do ADN ribosomal (ADNr). Também se
avaliou a capacidade das cepas obtidas para controlar in vitro
a C. perniciosa. Identificou-se um total de seis espécies diferen-

tes, sendo T. harzianum a mais abundante (63,1%), seguida por
T. virens (15,7%), T. brevicompactum (13,1%), T. theobromico-
la / T. koningiopsis / T. ovalisporum / T. asperellum (2,6%), T.
pleurotum (2,6%), e T. koningiopsis (2,6%). O indice de diver-
sidade biologica foi de 0,15 e a localidade com maior diver-
sidade o Parque Nacional San Esteban. Os ensaios de cresci-
mento no solo estéril e os enfrentamentos em cultivos duais em
PDA sugerem que T. harzianum, T. virens e T. theobromicola
tenham a maior capacidade biocontroladora in vitro sobre C.
perniciosa. Alguns destes isolados poderiam ser utilizados em
programas de manejo da enfermidade em cultivos de T. cacao.

co, es fundamental la bisque-
da de nuevas cepas con po-
tencial biocontrolador, que
mejoren la efectividad de
productos comerciales. Este
proceso incluye el estudio
detallado de las mismas
(identificacion, parametros de
biocontrol, etc.) con el objeto
de comprobar su efectividad
sobre organismos fitopatdge-
nos. La correcta identificacién
de las especies utilizadas es
de suma importancia, ya que
permite realizar monitoreos
eficientes después de la apli-
cacion, ademds de ser un pa-
rametro fundamental a la
hora de registrar un producto
comercial con base en hongos
biocontroladores.

La caracterizacién morfold-
gica es el método mds utiliza-
do para identificar especies de
Trichoderma (Druzhinina et
al., 2004); sin embargo, ésta
es muy propensa a errores, con
la consecuencia de que ~50%
de los aislados depositados en
colecciones bajo esta premisa,
estdin mal identificados
(Druzhinina y Kubicek, 2005).
La identificaciéon molecular se
ha convertido en una herra-
mienta confiable y relativamen-
te econdmica para identificar
especies de Trichoderma.

El presente trabajo busca
estudiar la diversidad de Tri-
choderma spp. en plantacio-
nes de Theobroma cacao L.
del estado Carabobo, Vene-
zuela, a través del aislamien-

estudiar in vitro su po-
tencial uso como agentes
biocontroladores sobre C.
perniciosa.

Materiales y Métodos

Ubicacion del estudio y
colecta de muestras

Las zonas de muestreo
se ubicaron en Canoabito
(Municipio Bejuma); San
Pablo de Urama (Muni-
cipio Juan José Mora);
La Unién (Municipio
Naguanagua); Borburata
y el Parque Nacional
San Esteban (Municipio
Puerto Cabello), todas en
el estado Carabobo, Ve-
nezuela (Tabla I). En
cada sitio se registraron
las coordenadas geografi-
cas, utilizando un dispo-
sitivo de posicionamiento
global (GPS) Magellan,
Modelo 310. EI material
edéfico fue colectado de
la rizésfera de plantas de
T. cacao a una profundi-
dad de 0-20cm con una
pala estéril. Se colectaron
aproximadamente 200g
de suelo por planta. Las
muestras fueron rotula-
das y trasladadas al la-
boratorio para su proce-
samiento.

Aislamiento de
Trichoderma spp.

TABLA 1
AISLADOS OBTENIDOS DE Trichoderma spp. POR LOCALIDAD
Localidad / Aislados Identificacion
Coordenadas UTM obtenidos
PN San Esteban TVCO1  T. pleurotum

Municipio Puerto Cabello %xggg ; Ziren.s
. " harzianum
g;ge'l;_lggéégl TVCO8  T. harzianum
: TVCI0O T virens
TVC13 T brevicompactum
Borburata TVC14 T harzianum
Municipio Puerto Cabello %\\;g%% T. Zarzianum
. T. harzianum
g;ge.lgl}gfggé TVC21 T. harzianum
: TVC23 T. virens
TVC24  T. harzianum
TVC25  T. harzianum
TVC26 T harzianum
TVC27  T. harzianum
TVC28 T harzianum
TVC29 T brevicompactum
TVC31  T. brevicompactum
TVC32  T. harzianum
TVC33  T. brevicompactum
TVC34 T brevicompactum
Urama TVC36  T. theobromicola /
Municipio Juan José Mora T. koningiopsis / T. ovalisporum /
. T. asperellum
Ty TVC37 T vitens
ste: 19- TVC38 T virens
La Unién TVC44  T. harzianum
Municipio Naguanagua TVC46 T harzianum
Norte: 1139012 NGy 3 harcianum
Este: 19-598405 ; tarzidnum
TVC49 T virens
TVC52  T. harzianum
TVC53  T. harzianum
Primavera TVC54  T. harzianum
Municipio Bejuma TVCSS T harzianum
Norte: 1140431 %xggg ; l;loningiopsis /' T. ovalisporum
Este: 19-580498 Bkl
TVCS8 T harzianum
TVCS9 T harzianum
TVC60 T. harzianum

Las cepas obtenidas fueron identificadas con las siglas TVC (Trichoderma Venezuela
Cacao) seguidas de un nimero que las diferencia.

das, se tomaron submuestras en agua estéril por separado,

to de cepas y su identifica-
ci6n molecular, ademds de

A partir de las muestras
del material edafico colecta-
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de aproximadamente 20g, las
cuales fueron resuspendidas

agitindose durante Smin. A
partir de esta suspension se
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tomaron alicuotas de 1ml
para realizar diluciones seria-
das de 1/10 y 1/100. Final-
mente, se sembraron alicuo-
tas (0,1ml) de las diluciones
obtenidas en placas de Petri
con Agar Papa Dextrosa
(PDA) (HiMedia) suplemen-
tado con ampicilina y amoxi-
cilina (Img-ml! cada uno).
Las placas fueron incubadas
bajo luz artificial fluorescen-
te, a 25 +*2°C, durante una
semana. Una vez obtenidas
las colonias de hongos, se
procedio6 al reaislamiento en
placas de PDA de las cepas
que podrian pertenecer al
género Trichoderma, siguien-
do el criterio de crecimiento
rapido y extendido de color
blanco o verde.

Cultivos monospdoricos

Se prepararon suspensiones
de cada aislado muy diluidas
(una pequeiia porcién de es-
poras tomadas con el asa de
platino en 10ml de agua des-
tilada estéril). Esta suspen-
sién fue vertida sobre placas
de agar agua (1,6%), descar-
tando el exceso de agua in-
mediatamente. Las placas
fueron incubadas por 18-24h
bajo luz fluorescente a 25
+2°C. Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico a
una magnificaciéon de 40x%, se
ubicaron en la placa esporas
germinadas y separadas, cor-
tando el trozo de agar con
una aguja de punta plana. El
trozo de agar con una tUnica
espora fue colocado en una
placa con medio PDA e incu-
bado a 25 +2°C por una se-
mana.

Extraccion del ADN

La extracciéon del ADN se
realiz6 siguiendo la metodo-
logia propuesta por Aljanabi
y Martinez (1997). El mice-
lio obtenido de las placas de
Petri con los cultivos monos-
poricos, fue homogeneizado
en 400ul de buffer de ex-
traccion (Tris-HCI 10mM;
NaCl 0,4M; EDTA 20mM;
pH 8,0) en un tubo Eppen-
dorf de 1,5ml. Seguidamente
fueron agregados 40ul de
SDS (20%) y 8ul de Protei-

nasa K (20mg-ul'). Los tu-
bos fueron incubados durante
1h a 60°C, adicionandose
posteriormente 300ul de
NaCl 6M. Cada tubo fue
agitado en vortex a mixima
velocidad por 30seg y centri-
fugado a 10000rpm durante
20min. Se transfirieron
600l del sobrenadante a un
nuevo tubo Eppendorf al que
se le agregd posteriormente
el mismo volumen de isopro-
panol puro, agitindose sua-
vemente por inversién e in-
cubdndose a 20°C por 1h.
Finalmente, los tubos se cen-
trifugaron a 10000rpm por
20min, se descartd el sobre-
nadante y se lavé con etanol
70%. El precipitado seco fue
resuspendido en 50ul de
agua ultrapura estéril y man-
tenido a -20°C.

Amplificacion de las
regiones ITSI e ITS2 del
ADNr

A partir del ADN extraido
se procedié a amplificar por
reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) las regiones
ITS1 e ITS2 del ADNr con
el kit Go Taq (Promega).
Para cada reaccién de PCR
se utiliz6 un volumen final
de 25ul de la mezcla de re-
accion, conteniendo: Green
buffer (5X) 5ul; MgCl,
(25mM) 3ul, dNTP (10mM)
0,5ul; iniciador ITS1 (sense):
5"-CTTGGTCATTTAGAG-
GAAGT-3" (5uM) 2,5ul; ini-
ciador ITS 4 (antisense):
5'-TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC-3" (5uM) 2,5ul
(White et al; 1990); Taq
ADN polimerasa (5U/ul)
0,125ul en 10,4ul de agua ul-
trapura estéril. Las amplifica-
ciones fueron llevadas a cabo
en un termociclador Modelo
Icycler® (BIORAD) bajo las
siguientes condiciones: 94°C
por 3min; 33 ciclos a 94°C
por 45seg, 59°C por lmin,
72°C por 90seg, y finalmente
se realiz6 una extensién a
72°C por 7min. Las amplifi-
caciones fueron verificadas
en un gel de agarosa al 1%.
Los productos de PCR fue-
ron purificados utilizando el
AxyPrep™ PCR Cleanup Kit
(AXYGEN Biosciences).
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Secuenciacion de los
productos de PCR

Los productos de PCR pu-
rificados fueron secuenciados
en el Centro de Secuencia-
cién y Andlisis de Acidos
Nucleicos (CESAAN) del
Instituto Venezolano de In-
vestigaciones Cientificas
(IVIC). Para la PCR de se-
cuenciacién se prepard una
mezcla de 10ul finales con
20ng del templado y 10pmol
del iniciador ITS1 (5-CTT-
GGTCATTTAGAGGA-
AGT-3"). Posteriormente se
agregaron 4ul de mezcla de
reaccion (BygDye®Terminator
3.1, Applied Biosystem) con
solucién buffer y una mezcla
de ddNTPs y dNTPs, com-
pletdndose el volumen con
agua de grado biologia mole-
cular. Las muestras prepara-
das fueron sometidas a 25
ciclos de PCR (98°C por
2min; 59°C por lmin y 60°C
por 4min). Finalmente, el
ADN purificado y eluido en
formamida fue procesado en
un secuenciador automadtico
modelo ABI 3130x1 (Applied
Biosystem).

Andlisis de secuencias

Una vez obtenidas las se-
cuencias de las regiones
ITS1 e ITS2 del ADNr, éstas
fueron analizadas compardn-
dolas con una base de datos
especifica para el género 7Tri-
choderma (TrichOKEY ver-
sién 2.0), disponible en linea
en el sitio oficial de la Sub-
comision Internacional para
la Taxonomia de Trichoder-
ma e Hypocrea (www.isth.
info).

Determinacion de la
capacidad competitiva de
Trichoderma spp

Para estudiar la capacidad
competitiva de Trichoderma
spp., se determiné la veloci-
dad de crecimiento de cada
cepa en suelo. El sustrato a
utilizar consistié de una
mezcla de todas las muestras
colectadas en el presente tra-
bajo. La mezcla de suelos
fue analizada en el Labora-
torio de Suelos del Instituto

Nacional de Investigaciones
Agropecuarias del Estado
Lara (INIA-Lara), Venezue-
la. En placas de Petri de vi-
drio se colocaron 20g de la
mezcla de suelo (estéril o
no), la cual fue compactada
hasta obtener una superficie
plana. El contenido de agua
de la mezcla fue ajustado a
50% p/p. Posteriormente, se
procedié a inocular cada
cepa, colocando un disco de
agar con micelio y esporas
de 0,5cm de diametro en el
centro de cada placa, por
triplicado. EI sistema fue
incubado a 25 +2°C y luz
artificial continua, determi-
niandose el didmetro de la
colonia al cuarto dia.

Capacidad biocontroladora
de Trichoderma spp.
sobre C. perniciosa

Se realizaron cultivos dua-
les entre ambos hongos. En
placas con medio PDA se
sembr6 en un lado de la mis-
ma, discos con micelio de C.
perniciosa, cepa cedida gen-
tilmente por Dercy Parra del
Instituto Nacional de Investi-
gaciones Agropecuarias del
Estado Miranda (INIA-Mi-
randa), Venezuela. Una sema-
na después, se procedid a la
siembra de Trichoderma spp.
en el lado opuesto de cada
placa. El sistema fue incuba-
do por 15 dias bajo luz fluo-
rescente a 25 +2°C. Final-
mente se determiné la pre-
sencia de halos de inhibicion,
crecimiento de ambos hongos
y solapamientos.

Andlisis estadisticos

Se realizaron andlisis de
varianza y comparacién de
medias por la prueba de
Tukey, utilizando el programa
Statistix 4.0, para la determi-
nacion de la capacidad com-
petitiva de Trichoderma spp.
sobre suelo.

Resultados y Discusion

Diversidad de Trichoderma
spp.

El género Trichoderma
plantea un importante desa-
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fio para la sistemadtica,
dado a que las relaciones
filogenéticas de muchos
de sus miembros todavia
no son claras. Asi, los
conceptos de “especies
agregadas” y de “Sec-
cién” (Rifai, 1969; Bis-
sett, 1984, 1991a, b, c,
1992) han ayudado a
aclarar la clasificacién en
este género. La caracteri-
zacion morfoldgica es el
método mdés utilizado
para identificar especies
de Trichoderma; sin em-
bargo, como se sefiald
arriba, €sta es muy pro-
pensa a errores.

La introduccién gradual de
los datos moleculares en la
sistemdtica de los hongos, se
inici6 en la década de 1980 y
se convirtié en un estindar a
finales de 1990, impulsando
la investigacidn sobre la di-
versidad y la especiaciéon de
los grupos de hongos
(Druzhinia y Kubicek, 2005;
Druzhinia et al., 2006). Va-
rias regiones del genoma pue-
den ser utilizadas para reali-
zar la identificacién de espe-
cies de Trichoderma; estando
entre las mdas utilizadas las
regiones espaciadoras trans-
critas internas 1 y 2 (ITS1 e
ITS2) del ADN ribosomal.

La identificacion molecular
de un aislado fungico se basa
en someter las secuencias
obtenidas a un BLAST (Alts-
chul et al., 1990) en el sitio
web de la National Center
for Biotechnology Informa-
tion (NCBI), basdndose en el
“mejor resultado” o en el gra-
do de similitud de las
secuencias. Sin embar-

Abundancia (%)

go, este tipo de base de 1 [ PN San Esteban
datos publica puede te- == Borburata
(o]
ner errores, ya que se 9 0.8 = Eralj“a,
—
han encontrado secuen- o= a~nion
. . . pe .2 06 mm Primavera
cias mal identificadas 8@
(~'40% en el caso.de Eg 047
Trichoderma; Kopchins- 5 02 >
kiy et al, 2005). Es asi %
como se proponen los _
s e d T. harzianum
servicios de compara- T virens
cién de secuencias Tri- &, T. brevicompactum
chOKEY (Drizhinina et ey, | theobromicola

al., 2005) y Tricho-
BLAST (Kopchinskiy et
al., 2005; Druzhinina et
al., 2006), especificos
para Trichoderma.
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Se obtuvieron 38 aisla-
dos (Tabla I), pertenecien-
tes a seis especies distin-
tas de Trichoderma. La
comparacién de secuen-
cias determiné varias po-
sibilidades de identifica-
cién en TVC36 y TVC56,
debido a que las regiones

Especies de Trichoderma spp

En América Latina y el
Caribe, son pocos los estu-
dios de diversidad de Tricho-
derma spp. (Druzhinina et
al., 2006), a pesar de la gran
potencialidad biotecnoldgica
que posee este género. Tri-
choderma suele encontrarse
en madera en descomposicién
y en casi todo tipo de suelo
(Benitez et al., 2004; Vera et
al., 2005; Druzhinia y Kubi-
cek, 2005); siendo la rizosfe-
ra un sitio ideal para encon-
trar cepas de Trichoderma
que interactien con plantas
de T. cacao. Otro sitio im-
portante de muestreo es el
interior de la planta, ya que
se ha reportado la presencia
de especies de Trichoderma
creciendo endofiticamente en
T. cacao (Samuels et al.,
2006a; Mejia et al., 2008).
En el presente estudio se in-
tenté obtener, sin éxito, aisla-
dos de Trichoderma a partir
de zonas internas de ramas
(resultados no mostrados).

N % T. pleurotum

) T. koningiopsis
600
(S

<=

Figura 1. Abundancia de las diferentes especies de
Trichoderma spp. presentes en plantaciones de T
cacao del estado Carabobo, Venezuela.

Figura 2. Indice de diversidad biolégica de las espe-
cies de Trichoderma spp. por localidad.

ITS no aportan suficiente
informacién para dar una
identificacién definitiva,
por lo que requiere el es-
tudio de otras secuencias
como el factor de elonga-
cién de la transcripcién
low (tef1) para completar
la identificacién (Druzhi-
nina et al., 2006).
En la Figura 1 se muestra la
abundancia de especies de Tri-
choderma spp. encontrada en
las plantaciones de 7. cacao en
el estado Carabobo. La especie
T. harzianum fue la mds abun-
dante (63,1%), seguida de las
especies T. virens 'y T. brevi-
compactum con 15,7 y 13,1%,
respectivamente; 7. theobromi-
cola /T. koningiopsis /T. ova-
lisporum /T. asperellum con
2,6%; T. pleurotum con 2,6% y
T. koningiopsis /T. ovalisporum
con 2,6%. Resultados similares
han sido obtenidos estudiando
la diversidad de Trichoderma
en suelos de Sardinia, Italia,
encontrando como mas abun-
dante (57%) a T. harzianum
(Migheli et al., 2009).

La diversidad de Hypo-
crea/Trichoderma presente en
la rizésfera de plantas de T.
cacao del Estado Carabobo
se asemeja a otras obtenidas
en distintos lugares del mun-
do. Seis especies fueron iden-
tificadas entre los 38 ais-
lados, lo que corresponde
a un indice de diversidad
(ID) de 0,15. Se han re-
portado valores del ID
de Trichoderma para el
sudeste de Asia (14 espe-
cies/96 aislados, ID=
0,15; Kubicek et al.,
2003), América del Sur
(10/53, ID= 0,20;
Druzhinina et al., 2005)
y China (13/135, ID=
0,096; Zhang et al.,
2005). La mayor diversi-
dad de Hypocrea/Tricho-
derma reportada ha sido
en la rizosfera de Coffea
arabica L. en bosques de
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tierras altas en Etiopia con
un ID= 0,38 (Belayneh y
Druzhinina; citado en Mighe-
li et al., 2009).

Los indices de diversidad
biolégica de Trichoderma por
localidad se muestran en la
Figura 2. El Parque Nacional
San Esteban y la region de
Urama, fueron los que pre-
sentaron el mayor ID (0,66).
Estas zonas se caracterizan
por ser poco perturbadas de-
bido a la condicién de Parque
Nacional de la primera y al
abandono de las plantaciones
de la segunda. En la locali-
dad de Primavera y La
Unién, se encontré un ID de
0,28, mientras que en Borbu-
rata el ID fue de 0,2. En el
sector La Unidén existe una
alta perturbacién, con culti-
vos de café, cacao y zonas
urbanas adyacentes. Cabe
destacar que T. brevicompac-
tum solo fue encontrado en el
Municipio Puerto Cabello.

Entre las especies encontra-
das, la mas abundante fue T.
harzianum, una especie muy
utilizada en programas de
control de hongos fitopatége-
nos (Harman, 2000; Benitez
et al., 2004). Por su parte, T.
virens ha sido reportado
como un hongo benéfico ca-
paz de promover el creci-
miento en algunas especies
vegetales (Contreras-Cornejo
et al., 2009). T. koningiopsis
y T. ovalisporum pertenecen
al complejo de especies Tri-
choderma koningii, donde
éstas y otras especies se dife-
rencian por detalles en su
fenotipo y biogeografia, re-
portdndose como endofiticos
en troncos de 7. cacao y
como potenciales agentes de
biocontrol (Samuels et al.,
2006b). La especie T. the-
obromicola fue hallada ini-
cialmente como organismo
enddfito en plantas de 7. ca-
cao en Peru, siendo capaz de
producir antibiéticos voldatiles
que inhiben el crecimiento de
M. roreri (Samuels et al.,
2006a). T. asperellum es un
conocido biocontrolador, anti-
guamente 7. harzianum; y es
capaz de colonizar el sistema
radical de algunas especies
vegetales, induciendo resisten-
cia a patégenos (Yedidia et
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al., 2003; Shoresh et al.,
2005). Otra especie reportada
en este estudio fue 7. pleuro-
tum, el agente causal de
grandes pérdidas en cultivos
de hongos comestibles (Kre-
dics et al., 2009). Este es el
primer reporte de esta ultima
especie en Venezuela. Final-
mente, 1. brevicompactum ha
sido reportado como un po-
tencial productor de polipép-
tidos antibiéticos (peptaibio-
tics; Degenkolb et al., 20006).

Determinacion de la capacidad
competitiva

La determinacién de la capa-
cidad competitiva en suelo de
las especies de Trichoderma se
realiz6 mezclando todas las
muestras colectadas de planta-
ciones de cacao obtenidas en el
presente estudio. Los resultados
del andlisis de esta mezcla se
muestran en la Tabla II.

El objetivo del experimento
era determinar cual de las cepas
posee la capacidad de colonizar
mdés rdpidamente el suelo, lo
cual seria un indicio de cuédn
competitiva puede ser. En el
tratamiento sin esterilizar ningu-
no de los aislados fue capaz de
crecer a expensas de los nutrien-
tes del suelo durante el experi-
mento (datos no mostrados),
probablemente debido a la inte-
raccién y competencia con los
microorganismos presentes. Con
toda la diversidad de organis-
mos, Trichoderma no logré de-
sarrollar una de la caracteristicas
mas reconocida por este género,
la competencia por espacio y
nutrientes. Es importante sefialar
que este experimento estuvo li-
mitado en el tiempo (cuatro
dias) y no permite predecir que
hubiera ocurrido semanas o me-
ses después con el indculo agre-
gado.

En el caso del experimento
con suelo estéril, las cepas de
Trichoderma spp. si lograron
crecer bajo estas condiciones. En
la Tabla III se presentan los va-
lores de didmetro de la colonia a
los cuatro dias de crecimiento.
El resultado del analisis de va-
rianza arrojé un p<0,05, lo cual
indica la existencia de diferen-
cias significativas en al menos
una de las muestras con respec-
to a las otras. Un andlisis de

TABLA II

RESULTADOS DEL ANALISIS DE MEZCLA
SUELOS DE CULTIVOS DE CACAO DEL ESTADO
CARABOBO, VENEZUELA, UTILIZADO EN LA
DETERMINACION DE VELOCIDAD
DE CRECIMIENTO EN ESTE SUSTRATO

TABLA III

COMPARACION DE MEDIAS DEL
CRECIMIENTO DE Trichoderma spp.
EN SUELO ESTERIL,

EN EL DiA CUATRO DESPUES
DE LA SIEMBRA

Tipo de andlisis Pardmetro Valor
Fisico Arena (%) 67,2
Limo (%) 252

Arcilla (%) 76

Quimico Foésforo (ppm) 18
Potasio (ppm) 128

Calcio (ppm) 646

Materia orgdnica (%) 3,74

pH 6,1
Conductividad eléctrica (dS-m™) 0,19

Zinc (ppm) 2,1

Cobre (ppm) 0,8

Hierro (ppm) 394

Manganeso (ppm) 17

comparacion de medias determi-
né cuales aislados crecieron mas
répidamente que los otros (Tabla
IID).

Los 10 aislados con mayor
tasa de crecimiento fueron
TVCI8, TVCSS8 (T. harzianum),
TVC56 (T. koningiopsis),
TVC57, TVC20, TVCT, TVC14,
TVCS, TVCS59 y TVCSS (T.
harzianum). Resulta evidente
que T. harzianum es la especie
con mayor capacidad de coloni-
zar ambientes eddficos bajo las
condiciones del estudio. De los
aislados no pertenecientes a 7.
harzianum, los que presentaron
mayor tasa de crecimiento fue-
ron TVC56 y TVCI0, pertene-
cientes a T. koningiopsis y T.
virens, respectivamente.

Capacidad antagonica y
cultivos duales

Para el estudio de la capaci-
dad antagénica se realizaron los
denominados cultivos duales, los
cuales, si bien dan informacién
acerca de cual pudiera ser la
capacidad biocontroladora de un
hongo, no siempre predicen con
exactitud lo que va a ocurrir en
campo. Esto es debido a que en
los cultivos duales no se simulan
las verdaderas condiciones natu-
rales. Las pruebas in vitro para
determinar la capacidad antagé-
nica de un microorganismo con
respecto a otro, no representan
necesariamente el grado de an-
tagonismo y de control biolégico
en condiciones naturales, pero si
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reflejan la capacidad y
variabilidad genética del
antagonista y la del fito-
patégeno para resistir el
antagonismo (Ezziyyani
et al., 2004).

Para la realizacion del
ensayo solo fueron em-
pleados algunos de los
aislados obtenidos, entre
los que estaban incluidos
algunos que mostraron
una mayor tasa de creci-
miento en placas de Petri
con suelo (TVCI8 y
TVC56) y cepas repre-
sentativas de las especies
encontradas (TVC36 y
TVC37). Los enfrenta-
mientos in vitro tuvieron
una duracién de 16 dias
y los resultados se mues-
tran en la Figura 3. En
ninglin caso se observa-
ron halos de inhibicion,
pero si hubo crecimiento

Cepa Didmetro de
la colonia (cm)

TVCI8 7,40 +0,23 ab
TVC58 7,00 +0,057 abc
TVCS56 6,90 +0,11 abc
TVCS57 6,83 +0,088 abc
TVC20 6,80 +0,20 abcd
TVC7 6,73 +0,12 abcd
TVCl14 6,73 0,057 abcd
TVCS 6,60 +0,26 abcde
TVC59 6,50 +0,11 abcde
TVCSS 6,4 0,057 abedef
TVC27 6,26 +0,14 bedefg
TVCS1 6,16 0,088 bedefg
TVCI0 6,10 +0,55 bedefgh
TVCS3 5,90 0,088 bedefgh
TVC13 5,73 0,31 bedefgh
TVC54 5,53 +0,033 bedefghi
TVC29 5,46 £0,17 bedefghi
TVC24 5,43 £0,20 bedefghi
TVC50 5,26 +0,18 cdefghij
TVC31 5,13 0,088 cdefghij
TVC28 5.06 0,12 cdefghijk
TVC44 4,96 +0,17 defghijk
TVC47 4,90 +0,32 defghijk
TVCS 4,86 +0,17 defghijk
TVC32 4,83 +0,12 defghijk
TVC48 4,80 +0,20 defghijk
TVC37 4,76 +0,14 defghijk
TVC60 4,56 +0,14 efghijkl
TVC46 4,23 +0,28 efghijklm
TVC1 4,20 +0,057 fghijklm
TVC21 3,96 +0,033 hijklm
TVC36 3,93 0,066 ijklm
TVC33 3,86 0,12 jklm
TVC45 3,80 +0,15 klm
TVC34 3,76 0,18 klm
TVC43 3,70 £0,11 klm
TVCS2 3,56 0,62 Im
TVC26 3,40 0,26 Im
TVC35 3,23 +0,28 Im
TVC23 2,30 0,15 m
TVC49 2,00 £0,088 m
TVC25 1,03 £0,066 n
TVC38 0,70 +0,033 o

de todas la cepas de Tri-

choderma spp. utilizadas
sobre la colonia del pat6-
geno. Las cepas TVC36
(T. theobromicola / T.
koningiopsis / T. ovalis-
porum / T. asperellum) y
TVC37 (T virens); lograron co-
lonizar toda la placa en el me-
nor tiempo (9 dias) mientras que
las cepas TVCIS8 (T. harzianum)
y TVC56 (T. koningiopsis /| T.
ovalisporum) s6lo colonizaron
parte de la colonia de C. perni-
ciosa entre los 9 y 16 dias. De
todos estos aislados, el que ma-
yor tasa de crecimiento sobre

Los valores presentados son el promedio de tres
réplicas con su desviacién estdndar. Las letras
indican la pertenencia a un mismo grupo, segin
el andlisis de comparacion de medias realizado.

suelo present6 fue TVCIS (Tabla
III), lo cual lo convierte en un
posible candidato para ser utili-
zado como agente biocontrolador
de C. perniciosa.

T. virens (TVC37) es una
especie conocida como exce-
lente biocontrolador de dife-
rentes enfermedades en culti-
vos (Contreras-Cornejo et al.,
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TVC18 (T. harzianum)

TVC36 (T. theobromicola / T. koningiopsis | T. ovalisporum | T. asperellum)

TVC56 (T. koningiopsis [ T. ovalisporum)

Figura 3. Cultivos duales en placas con medio PDA entre C. perniciosa (derecha) y cuatro especies de Tri-
choderma (izquierda) obtenidas en el presente estudio. La evaluacion se realizé entre los dias 5 y 16 después
de la inoculacién de Trichoderma. Los pardmetros a evaluar fueron presencia de halos de inhibicién y sola-

pamiento de cepas.

2009) y T. theobromicola
(TCV36) lo es por inhibir el
crecimiento de patégenos de
T. cacao (Samuels et al.,
2006a). De esta forma, el es-
tudio de los efectos sinérgicos
al aplicar estas dos especies
en conjunto podria aprovechar
las cualidades de ambas cepas
y ejercer un control mds efi-
ciente. En futuros estudios se
determinard la capacidad de
control en vivero y campo de
varias de las cepas obtenidas
en el presente estudio sobre
C. perniciosa y especialmente
de una mezcla de TVCI18 (T.
harzianum), TVC36 (T. the-
obromicola) y TVC37 (T. vi-
rens), tratando de aprovechar
la velocidad de crecimiento de
la primera y la capacidad es-
pecifica de controlar a C. per-
niciosa de las otras. Se ha
reportado a Trichoderma stro-
maticum Samuels & Pardo-
Schultheiss, como un agente
biocontrolador con gran po-
tencial sobre C. perniciosa
(Samuels et al., 2000; Lopes
et al., 2009); sin embargo,
esta especie no fue aislada en
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el presente estudio. Nuevos
muestreos tendrdn como obje-
tivo la obtencién de esta espe-
cie para su evaluacién como
biocontrolador.

Los resultados obtenidos
demuestran la gran diversidad
de especies de Trichoderma
spp. que pueden encontrarse
en ambientes poco perturba-
dos, siendo ésta un area de
investigacién con gran poten-
cial biotecnolégico. Los ensa-
yos de capacidad biocontrola-
dora in vitro aportan informa-
cién valiosa a la hora de ele-
gir posibles candidatos para
ser usados en programas de
manejo integrado. La sinergia
y el comportamiento en con-
diciones naturales de un bio-
controlador son pardmetros
dificiles de predecir, y dado
que las condiciones ambienta-
les son importantes, la selec-
cién se inicia con una correc-
ta identificacion y caracteriza-
ciéon de las cepas de biocon-
trol. Este es el primer paso en
la utilizacién de agentes bio-
controladores de enfermedades
en campo.
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