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RESUMEN

Se ha estudiado las temperaturas éptimas de crecimiento in vitro de 8 aislados monoconidicos de
Trichoderma sp. y 57 aislados masales de Rosellinia necatrix, mediante siembra en placas con
PDA e incubacion en oscuridad a 15°C, 20°C, 25°C y 30 °C para R. necatrixy a 10°C, 15°C, 20°C,
25°C, 30°C y 35°C, para los aislados de Trichoderma, obteniéndose 25°C, como temperatura
optima de crecimiento para los distintos aislados de los dos hongos ensayados.

Asimismo se han realizado cultivos duales entre los 8 aislados del antagonista y 13 aislados repre-
sentativos del patdgeno, enfrentando en placa Petri los distintos aislados de ambos hongos e incu-
bandolos a la temperatura éptima de crecimiento obtenida anteriormente. Todos los aislados del
antagonista , excepto el CH-252, limitan el crecimiento del patdégeno, observandose poca varia-
cion en su efecto para cada aislado del antagonista sobre el patdgeno.
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INTRODUCCION

Rosellinia necatrix Prillieux (anamorfo Dematophora necatrix Hartig) es un hongo ascomiceto paté-
geno de suelo que produce la podredumbre blanca (PB) afectando alrededor de 170 especies en 63
géneros y 30 familias (Khan, 1959), entre las que destaca el aguacate. En el area de la costa Sur
de Espafia es una de las principales enfermedades que afecta a este cultivo (Lopez-Herrera, 1989).
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Trichoderma es un hongo comuinmente utilizado como agente de biocontrol, con el cual se han
conseguido buenos resultados frente a algunos patégenos de suelo bajo condiciones experimen-
tales (Cook and Baker, 1983). Segun algunos autores, la eficacia del biocontrol realizado por Tri-
choderma esta asociada con la produccion de antibiéticos no volatiles y otros mecanismos tales
como el micoparasitismo (Prokkola, 1992), en el cual posee gran importancia la excrecién por
parte de Trichoderma de quitinasa y proteasas (Garcia et al., 1994; Hayes et al., 1994).

Existe un gran nimero de factores biolégicos y ambientales que dominan las interacciones entre
el hongo patdgeno y el antagonista, afectando al control bioldgico de la enfermedad. Uno de los
factores ambientales de mayor importancia, en la interaccién patégeno-antagonista, es la tempe-
ratura. La actividad antagonista de Trichoderma puede variar con la temperatura (Tronsmo y Den-
nis, 1978; Kohl y Schidser, 1989). La sintesis y la actividad de los antibioticos producidos por Tri-
choderma (Howell, 1998) y la colonizacion de la rizosfera por algin Trichoderma, como es el caso
de T. hazianum (Ahmad y Baker, 1987), se ve afectada por la temperatura. Podemos encontrar
diferencias en la temperatura 6ptima de crecimiento de Trichoderma (Domsch et al., 1980), aun-
que a juzgar por multiples estudios realizados en laboratorio ésta se encuentra principalmente en
el rango de 25°C-30°C (Klein y Eveleigh , 1998).

Pero no solo el espectro de actividad térmica del antagonista es importante, sino que posee una
gran importancia también el del patégeno. Es por ello por lo que en este trabajo se ha realizado
un estudio basico de la temperatura dptima de crecimiento tanto del agente de biocontrol como
del patégeno con el fin de seleccionar aislados antagonistas de Trichoderma sp. a Rosellinia neca-
trix, mediante cultivos duales a las temperaturas optimas de crecimiento de ambos hongos.

MATERIALES Y METODOS

Se ensayaron 57 aislados masales de Rosellinia necatrix, obtenidos de raices de arboles de agua-
cate en plantaciones de la costa sur de Espana, prospectadas entre los afios 1988 y 2001. Se
ensayaron también 8 aislados monoconidicos de Trichoderma, procedentes del rizoplano de arbo-
les de aguacate, en su mayoria arboles escape a la PB.

Los aislados de ambos hongos se repicaron en placas Petri de 9 cm de didmetro con PDA, utili-
zando discos de 6 mm de didmetro e incubandose 15°C, 20°C, 25°C y 30°C para R. necatrix (5
repeticiones por aislado) y a 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C y 35°C para Trichoderma (4 repe-
ticiones por aislado). El periodo de incubacion fue de 14 dias como maximo para todos los aisla-
dos. Durante los ensayos se realizaron lecturas diarias del crecimiento lineal de las colonias y los
resultados se expresaron como media de las repeticiones de cada tratamiento. Para comparar el
efecto de las diferentes temperaturas sobre los diferentes aislados se obtuvo el Area Bajo la Curva
del Progreso de Crecimiento Estandarizado (ABCPCE) (Campbell y Madden, 1990), para las dife-
rentes temperaturas ensayadas, considerando un periodo de 4 y 14 dias para los aislados del
antagonista y patogeno respectivamente.

Una vez determinada la temperatura dptima de crecimiento de ambos hongos, se realizaron ensa-
yos de cultivos duales entre los aislados de Trichodermay 13 aislados representativos de R. neca-
trix . En los cultivos duales se sembraron placas de PDA con discos miceliares de 6 mm del pat6-
geno y antagonista a una distancia de 5 cm uno de otro. Las placas se incubaron a la temperatu-
ra Optima de crecimiento determinada anteriormente y se determind el porcentaje de inhibicién
del crecimiento radial (%ICR) de la colonia de R. necatrix en PDA mediante la férmula de Royse y
Rees (1978)
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RESULTADOS

El crecimiento lineal de los aislados del antagonista se refleja en la Tabla 1 y el rango de tempe-
raturas optimas de crecimiento y el ABCPCE en la Tabla 2. A los 4 dias de la siembra el aislado
CH-252 es el que tiene mayor capacidad de crecimiento in vitro a todas las temperaturas ensa-
yadas, creciendo incluso perfectamente a 35°C vy el aislado CH 316 el de menor capacidad. El
rango de crecimiento éptimo en la mayoria de ellos oscila entre 20-30°C, excepto el CH-296 que
tiene un crecimiento dptimo restringido a 20-25°C. EI CH 316 es el que tiene menor capacidad de
crecimiento a cualquier temperatura.

Los aislados de R. necatrix ensayados crecen bien entre 15 y 25°C con un optimo de crecimien-
to a 25°C. A partir de 30°C el crecimiento decrece haciéndose nulo a 35°C (Tabla 3).

Los cultivos duales descritos anteriormente se realizaron a 25°C en oscuridad y los resultados de
ICR se reflejan en la Tabla 4. Todos los aislados de Trichoderma, excepto el aislado CH- 252, ejer-
cen inhibicién sobre casi todos los aislados de R. necatrix ensayados en algunos casos con %ICR
del orden del 35%. Para algunos aislados del antagonista (CH-101 y CH-303) se observa una inhi-
bicién similar para los diferentes aislados del patédgeno, dentro de cada aislado de Trichoderma
estudiado.

DISCUSION

Los resultados del experimento indican que tanto R. necatrix como Trichoderma tienen la misma
temperatura 6ptima de crecimiento, aspecto importante ya que en los estudios de biocontrol, el
antagonista debe tener la misma temperatura éptima de crecimiento y actividad que el patégeno
(Mukherjee y Raghu, 1997). Por tanto los estudios de antagonismo, mediante cultivos duales, rea-
lizados a esa temperatura han garantizando la maxima actividad por ambos hongos y han permi-
tido una seleccién preliminar de los aislados del antagonista.

La similar accion que ejerce cada aislado de Trichoderma sobre los aislados de R. necatrix ensa-
yados, denota que aquellos aislados monoconidicos seleccionados tienen un amplio espectro de
accion sobre el patdgeno aunque se estén ensayando aislados masales de éste que presentan una
gran variabilidad dentro del mismo aislado.

Por tanto excepto el aislado CH-252, el resto de los aislados del antagonista serian susceptibles
de ensayos posteriores, especialmente los aislados CH-101 y CH-303 que presentan unos acep-
tables ICR similares para todos los aislados del patégeno. Estos podrian considerarse en el estu-
dio de control bioldgico de la enfermedad mediante inoculaciones artificiales en plantas adultas de
aguacate para evaluar, su accion antagonista sobre el patégeno o determinar algin otro meca-
nismo de defensa de la planta a la infeccion por R. necatrix..
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Tabla 1. Comparacion de los diferentes aislados de Trichoderma sp. a las diferentes temperaturas ensayadas a los 4
dias de la siembra

Crecimiento lineal (mm)* = DS

Aislado 10°C

CH 101 3.6+0.25e  8.5+0.00e 8.5+0.00b  8.5+0.00b 8.5+0.00e 1+0.09%

CH 252 2.9+0.19d  7.9+0.19d 8.5+0.00b  8.5+0.00b 8.5+0.00e  8.5+0.00e
CH 273 3.4+0.10e  8.5+0.00e 8.5+0.00b  8.5+0.00b 8.5+0.00e  0.2+0.40ba
CH 296 2+0.05e 3.7+0.09b 8.5+0.00b  8.5+0.00b 7.2+0.53b 0+0.00a

CH 303 1.6+0.03b  4.7+0.16e 8.5+0.00b  8.5+0.00b 8.5+0.00e  5.7+0.65d
CH 304-1 3+0.18d 8.5+0.00e 8.5+0.00b  8.5+0.00b 8.5+0.00e  0.9+0.03e
CH 304-2 3.4+0.16e  8.5+0.00e 8.5+0.00b  8.5+0.00b 8.5+0.00e  0.9+0.06e
CH 316 0.7+0.05a  2.4+0.09a 6.825+0.25a 6.7+0.17a 6.3+0.17a  0.5+0.30b

* Media de 4 repeticiones en la columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05)
segln el test de la minima diferencia significativa; DS: desviacion estandar
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Tabla 2. Comportamiento de aislados de Trichoderma sp. a los 4 dias de la siembra en PDA.

Aislados Rango de temperatura APBCE*
optima de crecimiento (°C)
CH 101 15-30 1.45¢e
CH 252 20-35 1.56 f
CH 273 15-30 1.43d
CH 296 20-25 1.14 b
CH 303 20-30 1.35¢
CH 304-1 15-30 1.44 ed
CH 304-2 15-30 1.44 ed
CH 316 20-30 091 a

* Media de 4 repeticiones en la columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05)
segln el test de la minima diferencia significativa.

Tabla 3. Comparacion de 57 aislados masales de R. necatrix a diferentes temperaturas a los 14 dias de la siembra en
PDA

Temperatura Rango de crecimiento Grupos significativos diferentes
lineal* (mm) DS

15°C 5.388.5 7
20°C 4.92-8.5 5
25°C 7.688.5 3
30°C 0.60.61 29
35°C -

* Media de 5 repeticiones
DS: Desviacioén estandar

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion radial* de aislados monoconidicos de Trichoderma sp. ejercido sobre aislados masales
Rosellinia necatrix

Aislados de Aislados de Trichoderma sp.

R. necatrix
CH 320 Oa 27.3a Oa 20ab 13b 4.7a 10.7ab  9.3bcd
CH 70 24b Ocd 26.3cde 28.3ab 23.7b 24.7bc 26.3d 23.7a
CH 10 33.3b Ocd 35e 47c Oa 5a 5.3a Ocd
CH16 24.3b 9.7bc 24.3bcd 34.7bc 14.7b 10.7ab 11lab 22.3a
CH18 24.3b Ocd 22bcd 28.3ab 23.7b 32.7c 24.7cd Ocd
CH 52 34.7b 12.3b 31.3de 25.3ab 11.3b 27.3bc 15.7abc  18.7ab
CH71 28.3b Ocd 27cde 15a 17.3b 22.3abc 23.3cd  13.7abc
CH17 26b Ocd 24bcd 28.7ab 8.3b 20.3abc 24.7cd 18abc
CH 30 24b Ocd 27.7cde 24.7ab 16b 23abc 20.3bcd  14.7abc
CH 33 24b Ocd 27.3cde 25.7ab 9.3b 27.7bc 29.7d 19ab
CH 49 10a Ocd 17.3bc 25.7ab 21.3b 13ab 21.7cd 19ab
CH12 5.3a Ocd 14.3b 19.3a 16.3b 9.3ab 8a 23.3a
CH 53 27.7b Ocd 27cde 29ab 23.7b 25.3bc 25.3cd 7.3cd

* Media de 3 repeticiones en la columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05)
segln el test de la minima diferencia significativa.




