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RESUMEN

Trichoderma spp. es un hongo de la divisién Ascomycota con
gran potencial para controlar enfermedades en los cultivos
con importancia econémica. Este hongo antagonista inhi-
be el crecimiento de microorganismos fitopatégenos, entre
los que destacan los causantes de enfermedades radiculares,
como Rhizoctonia spp. y Fusarium spp. El objetivo de este
estudio fue identificar especies de Tirichoderma y caracteri-
zar su actividad antagénica in vitro en cepas patogénicas de
Rhizoctonia solani, F. oxysporum, F. verticillioides y F. solani
con virulencia diferente, determinada a partir de pruebas de
patogenicidad en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) cv.
Montcalm. La hipétesis fue que la identificacién y caracteri-
zacién antagénica de especies de Tiichoderma contra hongos
patégenos define su eficiencia en el control biolégico. El di-
seno experimental fue completamente al azar, con al menos
tres repeticiones. La identificacién molecular de Tiichoderma
spp. se realizé a través de regiones ITS1 e ITS2 separadas por
el gen 5.8S del rRNA ribosomal (ITS, Internal Transcribed
Spacer). El antagonismo se evalué con la prueba de papel ce-
lofin modificada y cultivos duales para estimar el porcentaje
de inhibicién de crecimiento radial (PICR). Siete cepas de
Trichoderma identificadas por técnicas moleculares mostra-
ron 95 a 100 % de identidad a T. harzianum 'y T. asperellum.
Las cepas de Tiichoderma expresaron capacidad antagénica
alta con valores medios de PICR de 73.1 a 76.4 en las cepas
patogénicas, lo que sugiere efecto de antibiosis (77.6 PICR)

y diferentes tipos de interaccién hifal. Las cepas antagonistas
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ABSTRACT

Trichoderma spp. is a fungus of the Ascomycota division
with great potential to control diseases in economically
important crops. This antagonistic fungus inhibits the
growth of phytopathogenic microorganisms, including
those responsible for root diseases, such as Rhbizoctonia
spp. and Fusarium spp. The objective of this study was to
identify Tiichoderma species and to describe their in vitro
antagonistic activity in pathogenic strains of Rbizoctonia
solani, F. oxysporum, F. verticillioides and F solani, with
different virulence determined based on pathogenicity tests
in bean plants (Phaseolus vulgaris L.) cv. Montcalm. The
hypothesis was that the identification and antagonistic
description of Trichoderma species against pathogenic fungi
defines their biological control efficiency. The experimental
design was completely random, with at least three repetitions.
The molecular identification of Tiichoderma spp. was done
through ITS1 and ITS2 regions, separated by the 5.8S
ribosomal RNA gene (ITS, Internal Transcribed Spacer). The
antagonism was evaluated using the modified cellophane
method and dual cultures to estimate the percentage of
radial growth inhibition (PRGI). Seven Trichoderma strains
identified using molecular techniques showed 95-100 %
identity to T. harzianum and T. asperellum. Trichoderma
strains showed high antagonistic capacity with 73.1 to
76.4 mean PRGI values in pathogenic strains, suggesting
an antibiosis effect (77.6 PRGI) and different hyphal
interaction types. Antagonistic strains were statistically
similar for pathogen growth and development inhibition;
however, T. asperellum’s antagonistic values were higher

than T. harzianum’s with regard to all pathogenic strains,
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fueron estadisticamente similares en la inhibicién del cre-
cimiento y desarrollo de los patégenos, pero 1. asperellum
obtuvo valores de antagonismo superiores a 1. harzianum
con todas las cepas patogénicas, incluso R. solani que fue el
patégeno mds agresivo para el cv. Montcalm (valor medio
7.0). El efecto antagénico de las cepas de Trichoderma en los
hongos fitopatégenos pudo determinarse con pruebas in vi-
tro y corroborado en bioensayos in vivo, con porcentajes de

inhibicién similares.

Palabras clave: Trichoderma spp., Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, F verticillioides, F solani, antagonismo, micopara-

sitismo.
INTRODUCCION

os métodos para el control de enfermedades
incluyen el uso de genotipos resistentes, pric-
ticas culturales, compuestos voldtiles, extrac-
tos de plantas, control quimico y control biolégico
(Nashwa ez al., 2008). El control quimico es uno
de los mds utilizados y, en la mayoria de los casos,
causa contaminacién ambiental, su costo es elevado
y su control no es selectivo; esto afecta la sobrevi-
vencia de microorganismos antagonistas. El control
biolégico es una alternativa complementaria efi-
ciente y econémica para el control de enfermedades
foliares y las ocasionadas por patégenos en el suelo
(Infante ez al., 2009). El género Trichoderma incluye
varias especies que sirven como agentes de control
biolégico con efecto estimulante en los cultivos e
inductor de resistencia sistémica a diferentes pat6-
genos en plantas (Harman, 2004). La identificacién
de esta especie y su caracterizacion es crucial para
aplicarlo adecuadamente en el control bioldgico es-
pecifico de patdgenos en los cultivos agricolas. Los
métodos de identificacién morfoldgica de especies de
Trichoderma se han reforzados con técnicas molecu-
lares, como la identificacién de las regiones ITS1 e
ITS2 separadas por el gen 5.8S del rRNA ribosomal
(ITS, Internal Transcribed Spacer). El resultado es la
reclasificacién de cepas de este hongo (White ez al.,
1990; Kullnig ez al., 2001; Druzhinina ez al., 2000).
Cepas de T harzianum se reubicaron en especies
como 1. asperellum, T. atroviridey 1. longibrachiatum
(Lieckfeldt et al., 1999; Hermosa et al., 2000; Kull-
nig et al., 2001) y 1" atroviride o T. viride se reubican
como 1. asperellum (Watanabe ez al., 2005).
Trichoderma es un hongo antagonista, con me-
canismos de accién en los patégenos que le permite
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even R. solani, which was the most aggressive pathogen for
cv. Montcalm (mean value: 7.0). The antagonistic effect
of Tirichoderma strains on phytopathogenic fungi was
determined with iz vitro tests and corroborated with iz vivo

bioassays with similar inhibition percentages.

Key words: Trichoderma spp., Rbizoctonia solani, Fusarium

oxysporum, F verticillioides, F solani, antagonism, mycoparasitism.
INTRODUCTION

ethods for disease control include the use

of resistant genotypes, cultural practices,

volatile compounds, and plant extracts,
as well as chemical and biological control (Nashwa
et al., 2008). Chemical control is one of the most
used methods and, in most cases, pollutes the
environment, it is expensive, and its control is not
selective; this affects the survival of antagonistic
microorganisms. Biological control is an efficient
and economical complementary alternative for the
control of foliar diseases and those caused by soil
pathogens (Infante ez al., 2009). The Trichoderma
genus includes several species that serve as biological
control agents, which stimulates crops and induces
systemic resistance to different pathogens in plants
(Harman, 2004). The identification and description
of this species are crucial for its proper application
in the biological control of specific pathogens in
agricultural crops. The morphological identification
methods of Trichoderma species have been reinforced
with molecular techniques, such as the identification
of the ITSI and ITS2 regions separated by the 5.8S
ribosomal RNA gene (ITS, Internal Transcribed
Spacer), resulting in the strain reclassification of
this fungus (White ez /., 1990; Kullnig ez /., 2001;
Druzhinina et al, 20006). 1. harzianum strains
were relocated in species such as 7. asperellum, T
atroviride, and T. longibrachiatum (Lieckfeldt et al.,
1999; Hermosa ez al., 2000; Kullnig ez al., 2001),
while 77 atroviride or T viride were relocated as 77
asperellum (Watanabe et al., 2005).

Trichoderma is as an antagonistic fungus, with
growth and disease control mechanisms that
affect pathogens: direct competition for space and
nutrients; production of metabolites and antibiotics;
and direct parasitism in fungi (mycoparasitism)
(Ezziyyani et al., 2004a). These fungal species are
used all over the world to control fungous diseases
such as Trichoderma harzianum, 1. asperellum, T.
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controlar su crecimiento, y por tanto la enferme-
dad, por competencia directa por espacio y nutrien-
tes, produccién de metabolitos, antibiéticos y pa-
rasitismo directo en los hongos (micoparasitismo)
(Ezziyyani e al., 2004a). Las especies de este hongo
se utilizan en el mundo para el control de enferme-
dades fungosas, como Trichoderma harzianum, 1.
asperellum, 1. atroviride, 1. gamsii y T. polysporum
(Samuels ez al., 2010; Schuster y Schmoll, 2010),
porque se aislan ficil y su crecimiento es rdpido
en sustratos diferentes (Howell, 2003; Ezziyyani
et al., 2004a; Gonzélez et al., 2012). Sin embargo,
los hongos antagonistas, como Trichoderma spp.,
en el control de hongos patégenos que ocasionan
pudriciones de raiz es limitado, porque las interac-
ciones del antagonista con el patégeno no se han
caracterizado. Los hongos fitopatégenos que causan
pudriciones de raiz en los cultivos con importancia
econdmica, forman parte de un consorcio integrado
por Fusarium spp., Rhizoctonia sp., Sclerotium sp. y
Pythium sp. (Bolkan, 1980). Las especies de Fusa-
rium spp. se adaptan y desarrollan varias condicio-
nes, por lo que su eliminacién o control puede ser
un gran reto (Mitra y Lele, 1981).

La hipétesis fue que la identificacién y caracte-
rizacién antagénica de Trichoderma spp. en hongos
patégenos, causantes de pudriciones de raiz, define
su eficiencia en el control biolégico. Los objetivos
del estudio fueron: 1) identificar la especie de las
cepas de Trichoderma a través de la amplificacién
de las regiones ITSI e ITS2, separadas por el gen
5.8S del ARN ribosomal (ITS, Internal Transcribed
Spacer); 2) la secuenciacién de los amplicones y ca-
racterizarlas por su actividad antagdnica en cepas
patogénicas del cultivo de frijol (Phaseoulus vulgaris
L.), como R. solani, Fusarium oxysporum, F verti-
cillioides y F solani con diferente agresividad; y 3)
proporcionar informacién para determinar si las ce-
pas antagonistas de 77ichoderma controlan eficien-
temente a los hongos patégenos de la raiz en este
cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de aislados fiingicos de Fusarium spp.,

Rhizoctonia solani'y Trichoderma spp.

El muestreo de suelo se realizé en una parcela cultiva-

da con maiz y frijol en el ciclo primavera-verano 2013, en el

atroviride, 1. gamsii, and T polysporum (Samuels
et al., 2010; Schuster and Schmoll, 2010), because
they are easily isolated and they grow quickly in
different substrates (Howell, 2003; Ezziyyani ez al.,
2004a; Gonzalez ez al., 2012). However, antagonistic
fungi (such as Trichoderma spp.) have a limited
control over pathogenic fungi that cause root rot,
because the antagonist-pathogen interactions have
not been described. Phytopathogenic fungi that
cause root rot in economically important crops are
part of a consortium made up of the Fusarium spp.,
Rhizoctonia sp., Sclerotium sp. and Pythium sp. genera
(Bolkan, 1980). Fusarium spp. species adapt and
develop in a wide variety of conditions; therefore,
their elimination or control can be a great challenge
(Mitra and Lele, 1981).

Our hypothesis was that the identification and
antagonistic description of Trichoderma spp. in
pathogenic fungi, which cause root rot, defines its
biological control efficiency. This study had three
objectives: 1) to identify the species of the Trichoderma
strains through the amplification of the ITS1 and
ITS2 regions, separated by 5.8S ribosomal RNA gene
(ITS, Internal Transcribed Spacer); 2) to identify
the amplicon sequencing and to describe the strains
based on their antagonistic activity in pathogenic
strains of bean crops (Phaseoulus vulgaris L.), such
as R. solani, Fusarium oxysporum, E verticillioides,
and £ solani with different aggressiveness; and,
3) to provide information to determine if the
Trichoderma antangonistic strains efficiently control
the pathogenic fungi of this crop’s root.

MATERIALS AND METHODS

Obtaining fungal isolates from Fusarium spp.,

Rhizoctonia solani, and Trichoderma spp.

Soil sampling was carried out in a field cultivated with
corn and bean in the spring-summer 2013 cycle, at the Bajio
Experimental Field (CEBAJ) of the Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
Celaya, Guanajuato (20° 34’ 33.44” N, 100° 4’ 19.24” W, and
1775 masl).

Sampling (90 samples of approximately 250 g) was
performed using the zigzag method, with soil sample taken
at 5, 10, and 15 cm deep. The samples were diluted 1:1000 in
double distilled water and 0.25 mL of that dilution were placed

in sterile Petri dishes (Star®Dish) with a water-agar medium
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Campo Experimental Bajio (CEBAJ) del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
Celaya, Guanajuato (20° 34’ 33.44” N, 100° 4’ 19.24” O y
1775 msnm).

El muestreo, de 90 muestras de aproximadamente 250 g,
se realizd con el método zig-zag, con tomas de muestra de
suelo a 5, 10 y 15 cm de profundidad. Las muestras se dilu-
yeron 1/1000 en agua doble destilada estéril y 0.25 mL de la
dilucién se agregd a cajas Petri estériles (Star® Dish) con me-
dio agar-agua (2 %, Bioxon®) (AA). Las cajas se mantuvieron
en condiciones naturales de luz y oscuridad, a 23-25 °C y se
analizaron 48 y 72 h después con un microscopio compuesto,
con objetivos de aumento de 40X a 400X (Leica CME®), para
observar germinacién de esporas o formacién de colonias de
hongos. De los hongos desarrollados se extrajo un fragmento
de la colonia o punta de hifa, se transfiri6 a cajas Petri con
medio papa dextrosa agar (PDA, Bioxon®) para purificarlos,

identificarlos y conservarlos.
Purificacidn, identificacién y conservacién de cepas

Los aislados se purificaron por cultivo monoconidial, por
suspensién conidial en medio AA. Después de 24 h se observod
la germinacién de conidios, y con con observacién al microsco-
pio compuesto se extrajo un conidio germinado; este se cultivé
en medio PDA. Los géneros Rhizoctonia, Fusarium y Tricho-
derma se identificaron morfolégicamente con las claves dico-
témicas morfolégicas de Barnett y Hunter (1988). Las especie
de las cepas del genero Fusarium, se identificaron con las claves
de Nelson ez al. (1983). Solo las siete cepas de Trichoderma se
identificaron con técnicas moleculares con la amplificaciéon de
las regiones ITS1 e ITS2, separadas por el gen 5.8S del ARN ri-
bosomal (ITS, Internal Transcribed Spacer) (White ez al., 1990;
Kullnig ez al., 2001; Druzhinina ez al., 2006). La amplificacién
por PCR se realizd con los iniciadores ITS4 ¢ ITS5 (Bellemain
et al., 2010). Los fragmentos amplificados se secuenciaron por
el Laboratorio de Diagnéstico Integral Fitosanitario del Cole-
gio de Posgraduados (Campus Montecillos, Texcoco, Estado de
México).

Las cepas de Fusarium spp., R. solani 'y Trichoderma spp.
se conservaron colocando discos de colonia en tubos Falcon®
de 15 mL, con aceite mineral al 100 %, a 4 °C. Las siete cepas
de Trichoderma y una de R. solani se mantuvieron en estado
activo en cajas Petri con PDA y las cinco cepas de Fusarium en
medio de cultivo synthetic low-nutrient agar (SNA) (Spezieller
Nahrstoffarmer Agar) (glucosa 0.2 g L_l, sacarosa 0.2 g L_l,
KH,PO4 1.0 g L™!, KNO; 1.0 g L', MgSO4-7H,0 0.5 g
L™, KCl 0.5g L™, 1 N NaOH 0.6 mL L™, agar 23.0 g L™,
(Nirenberg, 1976).
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(2%, Bioxon®) (WA). The dishes were kept under natural light
and darkness conditions, at 23-25 °C. They were analyzed after
48 and 72 h with a compound microscope, with 40X-400X
magnification lenses (Leica CME?®), in order to observe spore
germination or fungus colonies formation. A fragment of the
colony or hyphal tip was extracted from the developed fungus,
and transferred to Petri dishes with a potato-dextrose-agar
medium (PDA, Bioxon®), in order to purify, identify, and

preserve them.
Strain purification, identification, and conservation

The isolates were purified using a monoconidial culture and
a conidial suspension in WA medium. After 24 h, we observed
the germination of conidium. Using a compound microscope,
a germinated conidium was extracted and cultured in a PDA
medium. The morphology of the Rhizoctonia, Fusarium, and
Trichoderma genera was identified with Barnett and Hunter’s
morphological dichotomous keys (1988). The species of the
Fusarium genus strains were identified with the keys of Nelson
et al. (1983). Only the seven Trichoderma strains were identified
with molecular techniques, amplyfing the ITS1 and ITS2 regions,
separated by 5.8S ribosomal RNA gene (ITS, Internal Transcribed
Spacer) (White ez al., 1990; Kullnig ez 4/., 2001; Druzhinina ez al.,
2006). PCR amplification was performed with ITS4 and ITS5
primers (Bellemain ez a/., 2010). The amplified fragments were
sequenced at the Integral Phytosanitary Diagnostic Laboratory
of the College of Postgraduates (Montecillos Campus, Texcoco,
Estado de Mexico).

Strains of Fusarium spp., R. solani, and Trichoderma spp.
were preserved placing colony discs, in 15 mL Falcon® tubes,
with 100% mineral oil, at 4 °C. The seven 7richoderma strains
and one R. solani strain were kept in an active state in Petri dishes
with PDA and five Fusarium strains were kept in a synthetic low-
nutrient agar culture medium (SNA: Spezieller Nihrstoffarmer
Agar) (0.2 g L7! glucose, 0.2 g L7t sucrose, 1.0 g Lt KH,PO,,
1.0 g L7'KNO3, 0.5 g L™ MgSO, - 7H,0, 0.5 g L' KCI, 0.6
mL L™'1 N NaOH, 23.0 g L! agar) (Nirenberg, 1976).

Pathogenic and antagonistic strains

Five strains of the Fusarium genus (Fsol-1, Fvert-4, Fsol-
9, Foxy-23, Foxy-43) and one of R. solani were analyzed. The
selection of pathogenic strains was established by means of
pathogenicity tests in cv. Montcalm bean plants, which are
susceptible to root rot (Schneider and Kelly, 2000; Cichy et al.,
2007; Michcrop.com, 2016). In a greenhouse, cv. Montcalm
seeds were germinated in trays with peat (Sunhine 3 Mix®).

Fifteen days after they were sowed, the plants were removed
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Cepas patogénicas y antagonistas

Cinco cepas del género Fusarium (Fsol-1, Fvert-4, Fsol-9,
Foxy-23, Foxy-43) y una de R. solani se analizaron. La seleccién
de las cepas patogénicas se establecié por pruebas de patogenici-
dad en plantas de frijol cv. Montcalm, que es susceptible a pu-
driciones de rafz (Schneider y Kelly, 2000; Cichy ez al., 2007;
Michcrop.com, 2016). Semillas del cv. Montcalm se germinaron
en charolas con turba (Sunhine 3 Mix®), en invernadero. Quince
dfas después de la siembra las plantas se extrajeron de las charolas,
el sustrato se elimind con agua y se les secciond un tercio de la
raiz. Diez plantas por cada cepa de Fusarium spp. se sumergieron
en inéculo con 25 conidios mL ™" (Schneider y Kelly, 2000) por
4 min (Castellanos ez al., 2011). Las plantas se trasplantaron en
macetas con capacidad de 1 L y el sustrato mencionado antes.
Granos de trigo infestados con la cepa de R. solani se utilizaron
como indculo y se aplicaron cinco granos, cada grano como uni-
dad formadora de colonia (UFC) por cada una de las 10 plantas
de frijol a los 15 dias de la germinacién (Mora, 1996). Las plan-
tas inoculadas se mantuvieron en invernadero a 28-32 °C y luz
natural, con riegos cada 3 dias; las plantas control fueron del cv.
Montcalm sin inocular. La evaluacién de las plantas para ambos
patégenos se realizé 28 dias después de la inoculacién, con la
escala del CIAT (plantas con valores de 1 a 3 se consideraron
resistentes; con 4 a 6 moderadamente susceptibles y con 7 a 9
susceptibles) (CIAT, 1987).

Las cepas de Trichoderma analizadas fueron siete
(Tri-1, Tri-2, Tri-3, Tri-4, Tri-5, Tri-6 y Tri-7), seis de ellas (Tri-1,
Tri-2, Tri-3, Tri-4, Tri-6 y Tri-7) se obtuvieron del suelo mues-
treado y Tri-5 la proporcioné CINVESTAV-Unidad Irapuato.

Antibiosis de Trichoderma spp.

La preseleccién de la capacidad inhibitoria de las cepas de
Trichoderma hacia los hongos fitopatégenos se realizd con el
método de papel celofén (Dennis y Webster, 1971) modificado,
con un diseno al azar y tres repeticiones (cada una fue una caja
Petri). La prueba determina la capacidad de Trichoderma para
inhibir el crecimiento de micelio de las cepas de Fusarium spp.
y R. solani. Circulos de papel filtro Whatman®, del tamano de
una caja de Petri (90 mm de didmetro), esterilizados en auto-
clave (121 °C por 15 min), se colocaron sobre medio de cultivo
PDA, en condiciones asépticas; un disco de 7 mm de didmetro
de cada cepa de Trichoderma se colocé en la parte central de la
caja. Las cajas se mantuvieron a 22-25 °C por 48 h. Luego, el
disco de papel se retiré cuidadosamente. El centro de la misma
caja se inocul6 con otro disco con el hongo fitopatégeno, las
cajas se mantuvieron a la misma temperatura y por el mismo

periodo. Cada dia se midié el crecimiento radial (mm), hasta

from the trays, the substrate was removed with water, and a third
of the root was cut off. Ten plants of each Fusarium spp. strain
were immersed in an inoculum with 25 mL ™! conidia (Schneider
and Kelly, 2000) during 4 minutes (Castellanos ez al., 2011). The
plants were transplanted into 1 L pots with peat. Wheat grains
infested with the R. solani strain were used as inoculum. Fifteen
days after germination, five grains were applied as colony-forming
units (CFU), for each of the 10 bean plants (Mora, 1996). The
inoculated plants were kept in a greenhouse, at 28-32 °C, with
natural light and they were watered every 3 days. The control
plants were non-inoculated cv. Montcalm. Plant evaluation for
both pathogens was performed 28 days after inoculation, using
the CIAT scale (plants with values from 1 to 3 were considered
resistant, 4 to 6 moderately susceptible, and 7 to 9 susceptible)
(CIAT, 1987).

Seven Trichoderma strains were tested (Tri-1, Tri-2, Tri-3, Tri-
4, Tri-5, Tri-6, and Tri-7). Six of them were obtained from the
sampled soil (Tri-1, Tri-2, Tri-3, Tri-4, Tri-6, and Tri-7), and one
(Tri-5) was provided by CINVESTAV (Irapuato Unit).

Antibiosis of Trichoderma spp.

The preselection of Trichoderma strains capacity to
inhibit phytopathogenic fungi was carried out using the
modified cellophane method (Dennis and Webster, 1971),
with a random design and three repetitions (each one in a
separate Petri dish). The test determines 7richoderma’s ability
to inhibit the mycelium growth of the Fusarium spp. and R.
solani strains. Petri dish-size (90 mm diameter), autoclave-
sterilized (121 °C for 15 min) circles of Whatman® filter
paper, were placed in PDA culture media under aseptic
conditions. A 7-mm diameter disc of each Trichoderma strain
was placed in the centre of the dish. The dishes were kept at
22-25 °C for 48 h. Afterwards, the paper circle was carefully
removed. The center of the same Petri dish was inoculated
with another disc with a phytopathogenic fungus, the dishes
were kept at the same temperature and for the same period.
Radial growth (mm) was measured everyday, until the control
(pathogen inoculated in Petri dishes, without Whatman®
filter paper) filled the dish. The percentage of radial growth
inhibition (PRGI) of Fusarium and R. solani was calculated
using the following formula: PRGI =[(p1-D2)/ D1]x100
(Worasatit er al., 1994). In this formula, D1 is the pathogen
colony diameter in PDA without Trichoderma and D2 is the
pathogen colony diameter in the dish where Trichoderma had
previously grown on Whatman® filter paper. The isolates with
55 %+ percentages were selected for the in vitro comparison
test (Michel-Aceves et al., 2005), in order to define their

antagonistic potential.
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que el testigo (patdgeno inoculado en cajas Petri, sin papel
Whatman®) llend la caja. El porcentaje de inhibicién del creci-
miento radial (PICR) de Fusarium y R. solani se calculé segtin
la férmula: PICR = [(Dl -D2)/ Dl] X100 (Worasatit et al.,
1994); donde D1: didmetro de la colonia del patégeno en PDA
sin Trichoderma y D2: didmetro de la colonia del patégeno en
la caja donde antes crecié Trichoderma sobre papel Whatman®.
Los aislados con porcentajes mayores a 55 % se seleccionaron
para la prueba de confrontaciones iz vitro (Michel-Aceves ez al.,
2005) y definir su potencial antagdnico.

El micoparasitismo que ¢jercen las cepas de Trichoderma se
determiné con la superficie que colonizé en la caja Petri, en pre-
sencia del fitopatdgeno, segtin la escala de Bell ez /. (1982), don-
de: 1) Trichoderma coloniza el 100 % de la superficie del medio y
crece sobre el fitopatégeno; 2) Trichoderma coloniza dos terceras
partes de la superficie del medio de cultivo y limita el crecimien-
to del fitopatdgeno; 3) Trichoderma y el fitopatégeno colonizan
cada uno la mitad de la superficie, ningin hongo domina; 4)
el fitopatégeno coloniza dos terceras partes de la superficie del
medio y limita el crecimiento de Trichoderma; y 5) el fitopaté-
geno coloniza el 100 % de la superficie del medio y crece sobre

Trichoderma.

Potencial antagénico de los aislamientos

preseleccionados de Tiichoderma

Las confrontaciones de las siete cepas de Trichoderma con
las seis cepas de los patégenos se hicieron por triplicado, con la
técnica de cultivos apareados en cajas Petri con PDA. Un dis-
co colonia de 7 mm de didmetro de cada cepa de Trichoderma
y otro disco colonia de los hongos fitopatégenos se colocaron
equidistantes a = 6.0 cm entre microorganismo.

El crecimiento radial de ambas colonias se cuantificé cada 24 h
para determinar el nimero de dias necesarios para que se realizara
el primer contacto entre las hifas del antagonista y el patégeno. El

nivel de antagonismo se clasificé con la escala de Bell ¢z a/. (1982).
Andlisis estadistico
Los datos de cada bioensayo se analizaron con ANDEVA y
prueba de comparacién de medias de Duncan (p=<0.05); los tra-
tamientos no relacionados se compararon para establecer un or-
den de méritos, con el paquete estadistico SAS, versién 9.1 (SAS
Institute Inc., 2009).

Andlisis filogenético

Las secuencias de los ITS se analizaron con BLAST (Ba-

sic Local Alignment Search Tool) (Morgulis ez a/., 2008) en el
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The Trichoderma strain mycoparasitism was determined
by the colonized Petri dish surface (in dishes with prior
phytopathogen presence), according to the Bell er al. scale
(1982), where: 1) Trichoderma colonizes 100% of the medium
surface and grows over the phytopathogen; 2) Trichoderma
colonizes two thirds of the culture medium surface and restricts
the phytopathogen growth; 3) Trichoderma and phytopathogen
colonize half of the surface each (neither fungi dominates); 4)
phytopathogen colonizes two-thirds of the medium surface
and restricts the growth of Trichoderma; and 5) phytopathogen
colonizes 100 % of the medium surface and grows over

Trichoderma.

Antagonistic potential of pre-selected

Trichoderma isolates

Comparisons between the seven Trichoderma strains and the
six pathogen strains were performed in triplicate, pairing cultures
in Petri dishes with PDA. A 7-mm diameter colony disc of each
Trichoderma strain and another phytopathogenic fungus colony
disc were placed equidistant from each other’s microorganisms
(at 6.0 cm).

The radial growth of both colonies was measured every
24 h, in order to determine the number of days required for
the first contact between the antagonist’s and the pathogen’s
hyphae. The antagonism level was classified using the Bell ez al.
scale (1982).

Statistical analysis

The data from each bioassay were analyzed with ANOVA
and Duncan’s new multiple range test (MRT) that compares
differences between means (p=<0.05). Unrelated treatments
were compared in order to establish a merit order, using
the SAS statistical software, version 9.1 (SAS Institute Inc.,
2009).

Phylogenetic analysis

ITS sequences were analyzed using BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Morgulis ez al., 2008) at the
NCBI (National Center for Biotechnology Information).
The Trichoderma phylogenetic trees were developed using
the Neighbor-Joining statistical method and the Kimura-
2-parameter model; bootstrap values were calculated from
1000 replications (Chaverri ez al., 2003). Multiple sequence
alignment was performed with Clustal W of the MEGA 7.0
software (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar ez
al., 2016).
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NCBI (National Center for Biotechnology Information). Los
drboles filogenéticos de Trichoderma se realizaron por el mé-
todo estadistico Neighbor-Joining, con el modelo de Kimura-
2-parameter; los valores bootstrap se calcularon a partir de 1000
repeticiones (Chaverri ez al., 2003). El alineamiento mdltiple
de secuencias se realizé con Clustal W del programa MEGA
7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar ez a/.,
2016).

REsurrapos Y Discusion

De las 90 muestras de suelo se identific6 la especie
de 42 aislamientos, de los géneros Fusarium spp., R.
solani'y Trichoderma spp.

Identificacién de patégenos y antagonistas
Identificacién de Fusariumy Rhizoctonia solani

Seis cepas de hongos fitopatégenos, £ solani
(Fsol-1y Fsol-9), E oxysporum (Foxy 23 y Foxy-43),
E verticillioides (Fvert-4), se analizaron con las claves
de Nelson ez al. (1983) y R. solani, segtin las claves
dicotémicas de Barnett y Hunter (1988) (Figura 1).

Identificacién morfolégica de Trichoderma

De las siete cepas se identificaron por su morfolo-
gia cinco de 7. harzianum y dos a 1. asperellum. Las
caracteristicas fenotipicas en todas las cepas fueron
color de los conidiéforos hialino, conidios unicelula-
res ovoides, formando racimos terminales pequenos
de color hialino o verde amarillento, y coloracién de

REesurrs AND DiscussioN

Out of the 90 soil samples, we were able to
identify the species of 42 isolates of the Fusarium
spp.» R. solani, and Trichoderma spp. genera.

Pathogens and antagonists identification
Fusarium and Rhizoctonia solani identification

Six phytopathogenic fungus strains: £ solani
(Fsol-1 and Fsol-9), E oxysporum (Foxy 23 and Foxy-
43), and E wverticillioides (Fvert-4), were analyzed
using the keys of Nelson ez al. (1983) and R. solani
was analyzed according to Barnett and Hunter’s
dichotomous keys (1988) (Figure 1).

Trichoderma’s morphological identification

Out of the seven strains, five were identified as 77
harzianum and two as 1T asperellum, according to their
morphology. The following phenotypic traits were
found in all strains: hyaline colored conidiophores,
ovoid unicellular conidia, small hyaline or yellowish
green terminal clusters, and colouring of the colony
at the core of the PDA culture medium. The strains
were designated Tri-1 to Tri-7.

The Tri-1 and Tri-2 strains colonies showed a
yellowish-white color and cottony appearance; in
contrast, the Tri-3 and Tri-4 strains were white. Only
Tri-3 formed cottony-looking mycelium. Tri-5 was
the only one that showed a yellowish-green color,
while Tri-6 and Tri-7 showed a yellow color and

Figura 1. Fenotipo de especies de hongos paté-
genos identificados 10 dias después de
la inoculacién en medio PDA. Fsol-1
y Fsol-9: Fusarium solani, Fvert-4:
F verticillioides, Foxy-23 y Foxy-43:
FE oxysporum y Rsol-1: Rhizoctonia
solani.

Figure 1. Phenotype of pathogenic fungus
species identified 10 days after
inoculation in a PDA medium.
Fsol-1 and Fsol-9: Fusarium solani,
Fvert-4: F, verticillioides, Foxy-23 and
Foxy-43: E oxysporum and Rsol-1:

Rhizoctonia solani.
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la colonia en medio de cultivo PDA. Las cepas fueron
denominadas Tri-1 al Tri-7.

La colonia de las cepas Tri-1 y Tri-2 mostraron
coloracién blanco-amarillenta y aspecto algodono-
so; en contraste, la de Tri-3 y Tri-4 fue blanca. Solo
Tri-3 formé micelio con aspecto algodonoso. Tri-5
fue la tnica que mostré coloracién verde-amarillento
y Tri-6 y Tri-7 amarilla y crecimiento de micelio pla-
no (Figura 2). Lo anterior concuerda con lo descrito
por Infante ez al. (2009), de que la mayoria de las
colonias de Trichoderma fueron blancas, algunas se
tornaron verde oscuro, verde amarillento o amarillo,
el crecimiento del micelio de algunas cepas es ralo
y muy fino, por lo que su apariencia fue de colonia
plana (la version impresa muestra las figuras en escala
de grises y la version electrénica a color).

Identificacién molecular de Trichoderma

Los andlisis de las secuencias de ADN para la iden-
tificacién molecular de las especies de 7Trichoderma
mostraron porcentaje alto de identidad con varias
muestras de 7. asperellum y T. harzianum. La de Tri-
3 y Tri-5 coincidié 100 % con 7. asperellums el resto
de las cepas mostré 95 y 100 % de identidad con 77
harzianum (Cuadro 1).

La identificacién y caracterizacién antes se basa-
ban en rasgos morfolégicos. Ahora, el andlisis mole-
cular, como la secuenciacién del rRNA, permite ma-
yor precision en la identificacién de especies (Martin
y Rygiewicz, 2005; Watanabe ez al., 2005; Guigén-
Lépez et al., 2010). La ubicacién taxonémica de las
cepas es fundamental porque es el inicio para mejorar

Tri-1 Tri-2

Tri-6 Tri-7
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Tri-3

flat mycelium growth (Figure 2). This agrees with
the results described by Infante ez al. (2009), who
indicated that most 77ichoderma colonies were white,
some turned dark green, yellowish green or yellow;
the mycelium growth of some strains was sparse and
very thin, and its appearance was that of a flat colony.
(the printed version shows figures in gray shades and the

electronic version shows in color).
Trichoderma molecular identification

DNA sequence analysis for the molecular
identification of 7richoderma species showed a high
percentage of identity with several 77 asperellum and
1. harzianum samples. Tri-3 and Tri-5 had a 100
% match with 7. asperellum; the rest of the strains
showed 95 and 100 % identity with 7. harzianum
(Table 1).

In the past, identification and description were
based on morphological features. Now, molecular
analysis (such as rRNA sequencing) enables greater
accuracy in species identification (Martin and
Rygiewicz, 2005; Watanabe ez al., 2005; Guigdn-
Lépez et al., 2010). The taxonomic location of the
strains is fundamental because it is the first step
towards the improvement of the evaluation design of
their biological activity and the determination of the
development of their action mechanisms. As a whole,
this information enables an efficient selection of the
organisms that could be used for the biocontrol of
plant pathogens, due to their antagonistic function.

The dendrogram grouped the seven Trichoderma
strains in two clusters: 1) 7. asperellum (Tri-3 and Tri-

Tri-4

Figura 2. Crecimiento micelial y coloracién de cepas de
Trichoderma en medio de cultivo PDA.

Figure 2. Mycelium growth and  colouring of
Trichoderma strains in PDA culture medium.
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Cuadro 1. Identificacién morfolégica y molecular de las regiones ITS1 e ITS2 en siete cepas de
Trichoderma. Todas las cepas con E-value=0.0.
Table 1. Morphological and molecular identification of the ITS1 and ITS2 regions in seven
Trichoderma strains. E-value for all strains=0.0.

Identificacién BLAST
Cepa (pb) Accesién*
Morfologia Secuencia I'TS % de Identidad

Tri-1 (580) KF624792 T harzianum T harzianum 95
Tri-2 (602) KJ767087 T harzianum T harzianum 99
Tri-3 (569) KP639196 T asperellum T asperellum 100
Tri-4 (588) KP263724 T harzianum T harzianum 99
Tri-5 (586) KM268676 T asperellum T. asperellum 100
Tri-6 (602) KP263604 T harzianum T harzianum 99
Tri-7 (585) KP418577 T harzianum T harzianum 100

*National Center for Biotechnology Information.

el disefio de evaluaciones de su actividad bioldgica
y determinar el desarrollo de sus mecanismos de
accion. Esta informacién en conjunto permite una
seleccion eficiente de los organismos que podrian uti-
lizarse en el biocontrol de patégenos de plantas, por
su funcién antagonista.

El dendrograma agrupé las siete cepas de
Trichoderma en dos clusters: 1) T asperellum (Tri-3
y Tri-5), y 2) T harzianum (Tri-1, Tri-2, Tri-4, Tri-
6 y Tri-7) (Figura 3). La presencia de 7. harzianum
fue predominante (71.42 %) respecto a 1. asperellum
(28.57 %). Esto podria esperarse ya que 7. harzianum
es la especie aislada con frecuencia mayor en el mun-
do, por su adaptacién y distribucién cosmopolita
(Chaverri y Samuels, 2003; Sosa ez al., 2014).

Pruebas de patogenicidad de Fusarium y R. solani

Las plantas de frijol inoculadas con los patégenos
Fusarium spp. y R. solani mostraron patogenicidad

Tri-4
88
Tri-6

52 T
Tri-1
Tri-2
86,
Tri-7
|Tis3 ]
100| )
Tri-5 J
0.01

— Cluster 2

~ Cluster 1

5), and 2) 7 harzianum (Tri-1, Tri-2, Tri-4 and Tri-7)
(Figure 3). The presence of 7. harzianum (71.42 %)
prevailed over 7 asperellum (28.57 %). This may be
expected, since 7. harzianum is the most frequently
isolated species in the world, due to its cosmopolitan

adaptation and distribution (Chaverri and Samuels
2003; Sosa et al., 2014).

Pathogenicity tests with Fusarium and R. solani

Bean plants inoculated with Fusarium spp. and
R. solani pathogens showed different pathogenicity,
according to the CIAT visual scale (CIAT, 1987). The
plants reaction to Rsol-1 was “susceptibility” (average:
7): the plants inoculated with Foxy-23, Foxy-43,
and Fsol-1 were moderately susceptible (average: 6);
meanwhile, those inoculated with Fsol-9 and Fvert-4
were moderately susceptible (4 and 6, respectively).
Control plants showed no root or hypocotyl damage

(Figure 4).

Figura 3. Dendrograma de siete cepas de
Trichoderma spp. a partir de secuen-
ciacién de las regiones ITS1 e ITS2
por el método estadistico de Neigh-
bor-Joining.

Dendrogram of seven Tiichoderma
spp- strains, based on the sequencing
of the ITS1 and ITS2 regions, using
the Neighbor-Joining statistical
method.

Figure 3.
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diferente, segtin la escala visual del CIAT (CIAT,
1987). La reaccién de las plantas a Rsol-1 fue
“susceptibilidad”, con promedio de 7; las plantas
inoculadas con Foxy-23, Foxy-43 y Fsol-1 fueron
moderadamente susceptibles, con promedio de 6 y
las inoculadas con Fsol-9 y Fvert-4 moderadamente
susceptibles con valor de 4 y 6, respectivamente. Las
plantas testigo no mostraron dafio tanto en la raiz
como en el hipocotilo (Figura 4).

Preseleccién de cepas antagonistas: Antibiosis

Los metabolitos, como quitinasas, glucanasas y
otras proteinas de resistencia que producen las cepas
antagénicas de Trichoderma en el medio de cultivo
inhiben el crecimiento de los hongos fitopatégenos
(Elad ez al., 1982; Baker y Griffin, 1995; Elad, 2000;
El-Katatny ez al., 2001). Ese crecimiento se evalda
como porcentaje de inhibicién del crecimiento mi-
celial. El porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial de los patégenos Fusarium y R. solani por
Trichoderma demuestra la presencia del mecanismo.
En el presente ensayo la inhibicién promedio del cre-
cimiento micelial fue entre 72.3 y 87.5 %, y el anta-
gonismo fue tipo 2 (Cuadro 2).

Trichoderma asperellum (Tri-5) inhibié mds a
todos los patdgenos (p=<0.0001), con promedio de

Pre-selection of antagonistic strains: antibiosis

Metabolites —such as chitinases, glucanases,
and other resistance proteins— produced by
antagonistic Trichoderma strains in the culture
medium inhibit the growth of phytopathogenic
fungi (Elad ez al., 1982; Baker and Griffin, 1995;
Elad, 2000; El-Katatny ez a/., 2001). That growth is
evaluated as an inhibition percentage with regard to
mycelium growth. The presence of the mechanism
is demonstrated by the inhibition percentage of the
Fusarium and R. solani pathogens’ mycelium growth
caused by Trichoderma. In this study, the average
inhibition of mycelium growth varied between 72.3
and 87.5%, and antagonism was identified as type
2 (Table 2).

Trichoderma asperellum (Tri-5) had a higher
inhibition effect over all pathogens (p=<0.0001),
with an 85.39 % average; the remaining Trichoderma
strains showed no significant difference and the
PRGI interval for phytopathogens varied between
72.37 and 78.02 % (Figure 5, Table 2). The
pathogen with the highest PRGI in relation to the
seven Trichoderma strains was F oxysporum (Foxy-
23) with an 87.5 % average; the pathogen less
inhibited by Trichoderma strains was FE solani (Fsol-
1) with 72.37 % (Table 2).

Figura 4. Patogenicidad de Fusarium spp. y Rhizoctonia solani en frijol cv. Montcalm. Fso-1 y Fso-9: E solani, Fox-4: F.
verticillioides, Fox-23 y Fox-43: F. oxysporum, Rsol: R. solani y testigo: sin inéculo. Las plantas muestran niveles de
dafio basado en la pudricién y densidad de raiz e hipocétilo, 28 dias después de la inoculacién. Las plantas testigo sin
dafo en hipocétilo y raiz mostraron densidad radicular normal.

Figure 4. Fusarium spp. and Rhizoctonia solani pathogenicity in cv. Montcalm bean. Fso-1 and Fso-9: F. solani, Fox-4: F. verti-
cillioides, Fox-23 and Fox-43: E oxysporum, Rsol: R. solani and control: no inoculum. The plants show damage levels
based on root and hypocotyl rot and density, 28 days after inoculation. Control plants with no hypocotyl and root

damage showed normal root density.
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Cuadro 2. Inhibicién (%) del crecimiento radial de Fusarium oxysporum, E. verticillioides, F. solaniy Rhizoctonia solani por

Trichoderma.
Table 2. Inhibition (%) of the radial growth of Fusarium oxysporum, F. verticillioides, F. solani, and Rhizoctonia solani by
Trichoderma.
. PatégenosJr .
Antagonista Promedio
(cepa) (%)
Fsol-1 Fvert-4 Fsol-9 Foxy-23 Foxy-43 Rsol
T harzianum (Tri-1) 75.83 77.20 71.90 88.90 75.90 69.40 76.52 b’
T harzianum (Tri-2) 79.55 81.50 75.40 84.76 74.07 69.40 77.45 ab
1. asperellum (Tri-3) 70.26 75.80 77.20 87.53 77.77 81.20 78.29 ab
T harzianum (Tri-4) 59.10 75.80 68.40 84.80 79.60 66.30 72.33 b
T. asperellum (Tri-5) 79.50 87.20 77.20 93.12 88.80 86.50 85.39 a
T harzianum (Tri-6) 66.54 80.18 77.20 90.30 74.10 70.60 76.49 ab
T harzianum (Tri-7) 75.80 85.77 73.68 83.37 75.90 65.90 76.74 ab
Promedio 72.37 80.49 74.43 87.54 78.02 72.76 77.60

TFsol: £ solani, Fvert: E verticillium, Foxy: E oxysporum, Rsol: R. solan, IMedias con diferente letra son estadisticamente diferentes
(Duncan p=<0.05) % TFsol: E solani, Fvert: E verticillium, Foxy: F oxysporum, Rsol: R. solani, IMeans with different letter are

statistically different (Duncan; p=<0.05).

85.39 %s; las cepas restantes de Trichoderma no mos-
traron diferencia significativa y el intervalo PICR
sobre los fitopatégenos fue 72.37 a 78.02 % (Figura
5, Cuadro 2). El patégeno que presenté PICR ma-
yor por las siete cepas de Trichoderma tue E oxyspo-
rum (Foxy-23) con promedio de 87.5 %; el paté-
geno que presenté menor inhibicién por las cepas
de Trichoderma fue E solani (Fsol-1) con 72.37 %
(Cuadro 2).

Ya que las siete cepas en el presente estudio in-
hibieron mds de 70 % el crecimiento micelial de
Fusarium spp. y R. solani, es probable que haya
participacién de enzimas hidroliticas en la reaccién

Given that the seven strains in the present study
inhibited more than 70 % of Fusarium spp. and R.
solanis mycelium growth, hydrolytic enzymes are
likely to participate in the inhibitory reaction (Yedidia
et al., 2000; Reis-Almeida ez al., 2007). Therefore,
we can propose these strains as potential inhibitors
of phytopathogenic soil fungi. Other field and
greenhouses studies will validate their antagonistic
effect in other agriculturally important crops.

In the pre-selection test, the pathogens’ PRGI of
antagonists native strains was greater than 70 %; this
showed its potential to confront pathogens, as they
inhibited radial growth; this potential may be due to
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Figura 5. Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR) de Fusarium spp. y Rhizoctonia solani por

Trichoderma spp. en prueba de cultivos apareados.

Figure 5. Percentage of radial growth inhibition (PRGI %) in Fusarium spp. and Rhizoctonia solani by Trichoderma

spp.> in a matched culture test.
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inhibitoria (Yedidia ez 4/., 2000; dos Reis-Almeida ez
al., 2007) por lo que puede postularse a estas cepas
como inhibidoras potenciales de hongos fitopatége-
nos de suelo. Otros estudios en campo e invernadero
permitirdn validar su efecto antagénico en otros cul-
tivos de importancia agricola.

El PICR de los patégenos de las cepas nativas de
antagonistas, en la prueba de preseleccién, fue supe-
rior a 70 %; esto mostrd su potencial para confrontar
los patdgenos al inhibir el crecimiento radial y puede
deberse a que las cepas nativas de 7richoderma com-
piten con los patégenos en el mismo nicho ecoldgico

(Andrews, 1992).

Confrontaciones entre Trichoderma spp.,
Fusarium spp. y R. solani

El PICR de las siete cepas de 77ichoderma sobre
los hongos patégenos fue variable y dependié de
los organismos involucrados en la confrontacién
(p=<0.0001). Los valores medios fueron 69.84 a
82.05 % (Figura 5). Las cepas de Trichoderma en
conjunto inhibicién de 74.1 % sobre los patégenos
(Figura 5). Destacé PICR de Rsol-1, que se obtu-
vo de la accién de las cepas de Trichoderma, con
69.84 %. Esto puedo deberse a la velocidad de cre-
cimiento micelial de Rsol-1 similar a Trichoderma.
En todas las confrontaciones ambos hongos com-
pitieron por espacio y nutrientes y fue notable el
contacto del antagonista con el patdgeno, donde
Trichoderma colonizé los patégenos F solani y R.
solani. T. asperellum (Tri-5) inhibié el crecimien-
to vegetativo de F solani (Fsol-1) (Figura 6A) y R.
solani (Figura 6B) mostré hiperparasitismo ya que
invadié pricticamente todas las colonias de am-
bos patégenos y esporulé sobre ellas. Trichoderma
harzianum (Tri-6) también colonizd a R. solani
(Rsol-1) (Figura 6C) y F solani (Fsol-1) (Figura 6D);
pero, la invasién fue menor que en 77 asperellum, y
s6lo inhibié el crecimiento del fitopatégeno.

Los resultados de las siete cepas de Trichoderma,
confrontadas contra Fusarium, se ubicaron en el gra-
do 1 de antagonismo de la escala de Bell ez a/. (1982).
Todas las cepas de Trichoderma colonizaron 100 % de
la superficie del medio creciendo sobre los fitopaté-
genos F solani, F oxysporum 'y F verticillioides 10 dias
después de la inoculacién. Esto evidencié la capaci-
dad antagdnica alta de los aislamientos. El antagonis-
mo entre I7ichoderma 'y R. solani se ubicé también
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native 77ichoderma strains competing with pathogens
in the same ecological niche (Andrews, 1992).

Confrontation between Trichoderma spp.,
Fusarium spp., and R. solani

The PRGI of the seven Trichoderma strains on
pathogenic fungi was variable and depended on the
organisms compared (p=<0.0001). The mean values
varied between 69.84 and 82.05% (Figure 5). Overall,
Trichoderma strains inhibited 74.1 % of pathogens
(Figure 5). Rsol-I's PRGI stood out; it was obtained
from the action of Trichoderma strains (69.84 %).
This may be because Rsol-I’s mycelium growth rate
is similar to 7richodermas. In all confrontations, both
fungi competed for space and nutrients; the contact
of the antagonist with the pathogen was remarkable
—in those cases where Trichoderma colonized the F
solani and R. solani pathogens. 1. asperellum (Tri-5)
inhibited the vegetative growth of £ solani (Fsol-1)
(Figure 6A); meanwhile, R. solani (Figure 6B) showed
hyperparasitism, because it practically invaded all
colonies of both pathogens and cast its spores over
them. Trichoderma harzianum (Tri-6) also colonized
R. solani (Rsol-1) (Figure 6C) and F solani (Fsol-
1) (Figure 6D); however, the level of invasion was
lower than in 77 asperellum, and it only inhibited the
phytopathogen’s growth.

When confronted with Fusarium, the results of
the seven Trichoderma strains occupied the 1% level of
the Bell ez a/. antagonism scale (1982). Ten days after
inoculation, all 77ichoderma strains had colonized 100
% of the medium surface, growing over the % solani,
E oxysporum, and F verticillioides phytopathogens.
This demonstrated the isolations’ high antagonistic
capacity. Seven days after inoculation, the antagonism
between Trichoderma and R. solani had also reached
level 1. Inhibition of the latter exceeded 90 %, with
spore masses on the pathogenic fungi, beyond the
line between Trichoderma and R. solani (Figure 6B).
This indicated that all 7richoderma strains are able to
grow fast, even in the presence of highly aggressive
pathogens (such as R. solani). This characteristic
demonstrated the antagonistic potential and showed
that if the surface colonized by the antagonist is great,
its domain over the pathogen will be greater as well. It
will also give a competitive advantage in the struggle
for space, before showing its toxic and mycoparasitic
potential in 7z vitro conditions (Kiigiik and Kivang,
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Figura 6. Confrontacién de I asperellum (Tri-5) y T. harzianum (Tri-6) sobre Fusarium solani (Fsol-1) y R. solani. Donde A: T.
asperellum sobre F. solani, mostré un micoparasitismo total a los 9 dias después de la inoculacién; B: mostré micopa-

rasitismo casi total de 7. asperellum sobre R. solani alos 7 dias de la inoculacién; C: micoparasitismo de T. harzianum
sobre R. solani alos 7 dias de la inoculaciéon; D: Colonizacion de 7. harzianum sobre E solani a los 10 dias de la inocu-
lacién. Las flechas en color rojo indican el limite de micoparasitismo de Trichoderma spp. en los hongos patégenos.

Figure 6. Confrontation between T. asperellum (Tri-5) and T. harzianum (Tri-6) with Fusarium solani (Fsol-1) and R. solani.
Where A: 1. asperellum on F. solani showed a total mycoparasitism (9 days after inoculation). B: showed almost total
mycoparasitism of 7. asperellum on R. solani (7 days after inoculation). C: mycoparasitism of T. harzianum on R.
solani (7 days after inoculation). D: colonization of . harzianum on F. solani (10 days after inoculation). Red arrows
indicate the limit of Trichoderma spp. mycoparasitism in pathogenic fungi.

en el grado 1, 7 dias después de la inoculacién. La
inhibicién de este tltimo fue mayor a 90 %, con ma-
sas de esporas sobre el hongo patégeno, mds alld de la
linea divisoria entre 7richoderma y R. solani (Figura
6B). Esto indic6 que todas las cepas de Trichoderma
pueden crecer rdpido atin en presencia de patégenos
con alta agresividad, como R. solani. Esta caracteris-
tica evidenci6 el potencial antagénico y mostré que a
mayor superficie colonizada por el antagonista mayor
serd el dominio sobre el patégeno. También, conferi-
rd ventaja competitiva por el espacio antes de mostrar
su potencial téxico y micoparasitico en condiciones
in vitro (Kiigiik, y Kivang, 2004). Lo anterior permi-
te plantear que el antagonismo entre microorganis-
mos dependerd de la accién biotréfica o necrotréfica
del antagonista, produccién de enzimas extracelula-
res, correspondientes a la composicién y estructura
de las paredes celulares de los hongos parasitados y
virulencia del patégeno (Infante ez al., 2009).

La actividad para el antagonismo de Zrichoderma
no fue estadisticamente diferente (medias PICR
de 73.1 a 76.4 %). La coincidencia en el intervalo
de medias de PICR, entre las siete cepas nativas de
Trichoderma, puede deberse a la coadaptacién de los
antagonistas con los hongos patégenos, pues todos
los microorganismos en este estudio provenian de
climas y hdbitat similares (Andrews, 1992). La ca-
pacidad alta de inhibicién del crecimiento micelial
de las cepas de Trichoderma permite destacar su efi-
ciencia sobre los hongos causantes de enfermedades

2004). Therefore, we are able to state that the
antagonism between microorganisms will depend on
the antagonist’s biotrophic or necrotrophic action,
the extracellular enzymes production, corresponding
to the composition and structure of the cell walls of
parasitic fungi, and the pathogen’s virulence (Infante
et al., 2009).

Trichoderma’s antagonistic activity was not
statistically different (mean PRGI: 73.1 to 76.4 %).
The coincidence in the range of PRGI means among
the seven native 7richoderma strains may be the
result of the coadaptation of the antagonists with
the pathogenic fungi, since all the microorganisms in
this study came from similar weathers and habitats
(Andrews, 1992). The high capacity of Trichoderma
strains to inhibit mycelium growth allows us to
emphasize their efficiency over the fungi that cause
root diseases and confirms that the coadaptation of
antagonitic and pathogenic fungi is required for this
to be accomplished (Baker and Cook, 1974).

The confrontations that involved interaction
took place quickly (3 to 4 days after the first contact).
Trichoderma strains invaded pathogens’ (Figure
7). These results are similar to those observed by
Ezziyyani et al. (2004b), who found out that the
1. harzianum-P capsici intersection zone eventually
increased, and this event was accompanied by the
destruction of P capsicis mycelium. Kexiang ez al.
(2002) indicated that the intersection zone between
the antagonists (7. harzianum and 1. atroviride) and
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radiculares y confirma que la coadaptacién de hon-
gos antagonistas y hongos patdgenos se requiere para
que lo anterior se cumpla (Baker y Cook, 1974).

Las confrontaciones que tuvieron interaccion
ocurrieron rdpido (3 a 4 dias después del primer con-
tacto). Las cepas de Trichoderma invadieron a las de
los patégenos (Figura 7). Estos resultados son simi-
lares a los observados por Ezziyyani ez al. (2004b),
quienes encontraron que la zona de interseccién
de 1" hargianum frente a P capsici aument6 con el
tiempo, y este evento lo acompand la destruccién
de micelio de P capsici. Kexiang er al. (2002) indi-
caron que la zona de interseccion por los antagonis-
tas (7 harzianum y 1. atroviride) y la inhibicién de
crecimiento micelial del patégeno (Botryosphaeria
berengeriana £. sp. piricola) aumenté con el tiempo, y
el crecimiento del micelio del patégeno se suprimiéd
por micoparasitismo.

El nivel de antagonismo estd dado principalmente
por el mecanismo de micoparasitismo. Los resultados
de nuestro estudio fueron similares a los de Michel-
Aceves et al. (2013), quienes documentaron que la
inhibicién de 6 de 12 aislados de 7Zrichoderma fue
de 10 a 94.4 % del crecimiento radial de Sclerotium
rolfsii. El micoparasitismo de 7richoderma sobre los
patégenos fue notable; en general, las siete cepas de
Trichoderma parasitaron a los cinco patégenos; pero
las cepas de 77 asperellum (Tri-3 y Tri-5) mostraron
formacién mayor de haustorios sobre las hifas de
Fusarium spp. y R. solani. Las formas de parasitar
de Trichoderma spp. sobre los patégenos se observéd
con microscopio. Las hifas de 77 harzianum (Tri-1)
se adhirieron a las hifas y fidlides de F solani (Fsol-
1) (Figura 7A), formaron haustorios y penetraron la

Tri-1

N

Fsol-1

Tri-3

R Fsol-9

A

the mycelium growth inhibition of the pathogen
(Botryosphaeria berengeriana f. sp. piricola) increased
over time, and that mycoparasitism suppressed the
pathogen’s mycelium growth.

The antagonism level is mainly the result of
the mycoparasitism mechanism. The results of our
study were similar to those of Michel-Aceves ez al.
(2013), who documented that the inhibition of 6
out of 12 Trichoderma isolates was 10-94.4 % of
the Sclerotium rolfsii’s radial growth. Trichoderma’s
mycoparasitism over pathogens was remarkable. In
general, the Trichoderma seven strains parasitized
the five pathogens; however, 7. asperellum (Tri-
3 and Tri-5) strains showed greater formation of
haustoria over the Fusarium spp. and R. solani
hyphae. The ways in which Trichoderma spp.
parasitized pathogens were observed under a
microscope: 7. harzianum (Tri-1) hyphae adhered
to F solani (Fsol-1) hyphae and phialide (Figure
7A), they formed haustoria, and penetrated the
hypha; meanwhile, 7" asperellum (Tri-3) formed
large numbers of haustoria in Fsol-9 hyphae,
and parasitized and compressed (Figure 7B); 7
asperellum hyphae (Tri-3) penetrated, forming
haustoria on R. solani hyphae (Figure 7C); T
harzianum (Tri-4) formed haustoria, penetrated,
and grew as a parasite within R. solani hyphae (10
to 12 days after the confrontation started) (Figure
7D). Michel-Aceves et al. (2005) mentioned a
positive correlation between the number of enzymes
and the antagonist’s mycoparasitism percentage,
and the disease reduction in affected plants. This
coincides with our observations of the 7. asperellum
and 77 hargianum strains: 1. asperellum formed

Tri-4

.

B C D

Figura 7. Micoparasitismo de Tiichoderma spp. en pruebas de cultivos duales. A) Tri-1 vs. Fsol-1 (100X); B) Tri-3 vs. Fsol-9
(100X); C) Tri-3 vs. R. solani (400X); D) Tri-4 vs. R. solani (400X).
Figure 7. Tiichoderma spp. mycoparasitism in dual culture tests. A) Tri-1 vs. Fsol-1 (100X); B) Tri-3 vs. Fsol-9 (100X); C) Tri-3

vs. R. solani (400X); D) Tri-4 vs. R. solani (400X).
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hifa; mientras que 7. asperellum (Tri-3) formé gran
cantidad de haustorios en hifas de Fsol-9 y parasité
y comprimi6 (Figura 7B). Las hifas de 1" asperellum
(Tri-3) penetraron, formando haustorios sobre hifas
de R. solani (Figura 7C); 1. harzianum (Tri-4) formé
haustorios, penetrd y crecié como pardsito dentro de
hifas de R. solani 10 a 12 dias después del inicio de
la confrontacién (Figura 7D). Michel-Aceves et al.
(2005) mencionaron que existe una correlacién po-
sitiva entre la cantidad de enzimas y el porcentaje de
micoparasitismo por el antagonista, y la reduccién
de la enfermedad en plantas afectadas. Esto coincide
con lo que se observé con las cepas de 7. asperellum
y 1. harzianums; 1. asperellum formé mds haustorios,
con lo que facilité la entrada y el micoparasitismo de
las hifas del patégeno; para 7. harzianum se especula
que no hubo reconocimiento suficiente entre 7richo-
derma y el patégeno, mediante la interaccién de lec-
tinas-carbohidratos, las cuales aglutinan células que
interaccionan con la superficie celular del patégeno y
propician micoparasitismo (Infante ez 4/., 2009); por
tanto, no existi6 el mismo nivel de micoparasitismo
que con 1. asperellum.

Los resultados de patogenicidad y antagonismo
mostraron significancia (r=0.41, p=0.05); R. solani
mostré patogenicidad mayor en planta y fue el paté-
geno con menor inhibicién in vitro por las cepas de
Trichoderma. Los antagonistas y patdgenos inocula-
dos en las plantas de frijol tendrian comportamiento
similar al que se presenté en las confrontaciones in
vitro; por lo que, estas confrontaciones son una he-
rramienta de aproximacién para definir el nivel de
control biolégico de las especies de Trichoderma ante
la presencia de hongos patégenos del suelo.

CONCLUSIONES

Las siete cepas de 7. harzianum y T. asperellum
identificadas morfolégicamente y molecularmen-
te mostraron niveles diferentes micoparasitismo en
confrontaciones con los patégenos de raiz de frijol
Fusarium spp. y R. solani. La cepa Tri-5 T. asperellum
destacé por la inhibicién mayor de crecimiento mice-
lial y radial. El PICR promedio de la accién de todas
las cepas de Trichoderma sobre Rsol-1 fue inferior al
promedio general, pero 7. asperellum por su capaci-
dad antagdnica fue capaz de invadir al patdgeno en
90 %. Esta caracteristica se corroboré por la forma-
cién de més haustorios por 7. asperellum, que facili-

more haustoria, which facilitated the entry and
mycoparasitism of the pathogen’s hyphae. In the
case of 7. harzianum, we speculate that there was
not enough recognition between Trichoderma and
the pathogen, through the interaction of lectins-
carbohydrates, which agglutinate the cells that
interact with the pathogen’s cell surface and favor
mycoparasitism (Infante ez al., 2009), therefore,
the mycoparasitism level is not the same than with
1. asperellum.

Pathogenicity and antagonism results were
significant (r=0.41, p=0.05). R. solani showed
greater pathogenicity in the plant and it was the
pathogen with less in vitro inhibition by Trichoderma
strains. The antagonists and pathogens inoculated in
bean plants would behave similar to those found in in
vitro confrontations. Therefore, these confrontations
are a tool that can help us to define the biological
control level of Trichoderma species faced with soil
pathogenic fungi.

CONCLUSIONS

The seven 1. harzianum and T asperellum
strains, that were morphologically and molecularly
identified, showed different mycoparasitism levels in
confrontations with the Fusarium spp. and R. solani
bean root pathogens. The 7. asperellum Tri-5 strain
was remarkable for the greater inhibition of mycelial
and radial growth. The average PRGI of the action
of all Trichoderma strains over Rsol-1 was lower than
the general average; however, due to its antagonistic
capacity, 1. asperellum was able to invade 90 % of
the pathogen. The formation of more haustoria
by T asperellum —which facilitated the entry and
mycoparasitism of the pathogen hyphae— confirmed
this characteristic.

—FEnd of the English version—
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taron la entrada y el micoparasitismo de las hifas del
patdgeno.
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