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RESUMEN

La marchitez de la cafia de azicar la produce un complejo de
especies de Fusarium, como E andiyazi y E sacchari que inducen
la pudricién de las raices. Para controlar esta enfermedad y dis-
minuir el uso de fungicidas se ha propuesto el control bioldgico
por medio de antagonistas del género Trichoderma. El objetivo de
este estudio fue evaluar iz vitro y en plantas de cafia de azdcar la
capacidad antagdnica de cepas de Trichoderma hacia F andiyazi
y E sacchari. La hipétesis fue que al menos una cepa de Zricho-
derma inhibe el crecimiento in vitro de Fusarium y favorece el
desarrollo de las plantas de cafia. Dieciocho cepas de Trichoderma
se aislaron y se determiné su porcentaje de inhibicién sobre el
crecimiento micelial de especies de Fusarium con la técnica de
cultivo dual en medio de cultivo papa dextrosa agar. El disefio
experimental fue completamente al azar, con cuatro repeticio-
nes por tratamiento. El grado de antagonismo de Trichoderma se
evalud a los 13 d. Las cepas T2 y T8 que mostraron las caracte-
risticas mejores de antagonismo se eligieron para el bioensayo i
vivo. Para la evaluacién in vivo el sustrato estéril se inoculé con £
andiyazi'y E sacchari y las raices de plantas de cafia con las cepas
T2 y'T8 de Trichoderma en un disefio de bloques al azar, con tres
bloques y tres repeticiones para cada tratamiento. Las variables
evaluadas fueron altura de la planta (cm), biomasa himeda y seca
de la rafz (g), nimero y didmetro de tallos (mm) y longitud de la
rafz (cm). Las cepas T2 yT8 se determinaron, con identificacion
morfolégica y molecular, como 7. asperellum 'y T. koningiopsis. El
efecto de estas cepas en las plantas de cana fue benéfico; ya que
incrementaron altura de planta, y longitud, biomasa himeda y

seca de raices.
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ABSTRACT

Wilting of sugarcane is produced by a complex of Fusarium
species, such as F andiyazi and E sacchari, which induce
rotting of roots. In order to control this disease and reduce
the use of fungicides, biological control has been proposed by
means of antagonists of the genus Trichoderma. The objective
of this study was to evaluate iz vitro and in sugar cane plants
the antagonistic capacity of strains of Trichoderma against F
andiyazi and E sacchari. The hypothesis was that at least one
strain of T7ichoderma inhibits the growth in vitro of Fusarium
and favors the development of the sugarcane plants. Eighteen
strains of Trichoderma were isolated and their percentage of
inhibition was determined on the mycelial growth of Fusarium
species with the technique of dual culture in potato dextrose
agar culture medium. The experimental design was completely
randomized, with four replicates per treatment. The degree of
antagonism of Trichoderma was evaluated at 13 d. The strains T2
and T8 which showed the best characteristics of antagonism were
selected for the iz vivo bioassay. For the evaluation in vivo, the
sterile substrate was inoculated with ¥ andiyazi and E sacchari,
and the roots of sugarcane plants with strains T2 and T8 of
Trichoderma in a design of randomized blocks, with three blocks
and three replicates for each treatment. The variables evaluated
were plant height (cm), fresh and dry root biomass (g), number
and diameter of stems (mm) and root length (cm). The strains
T2 and T8 were determined with morphological and molecular
identification as T. asperellum and T. koningiopsis. The effect of
these species on the sugarcane plants was beneficial, given that
they increased plant height, along with length, wet and dry

biomass of roots.
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INTRODUCCION

a cafa de azdcar (Saccharum officinarum) es

uno de los cultivos agroindustriales impor-

tantes en regiones tropicales y México ocupa
el sexto lugar de produccién mundial. La superficie
de siembra durante la zafra 2017-2018 fue 785 088
ha con una produccién de azdcar de 6 318 424 Mg
(CONADESUCA 2018). Las enfermedades causa-
das por hongos, bacterias, virus y nematodos afec-
tan el crecimiento vegetal y rendimiento del cultivo
(Snyman ez al., 2011). Dentro del grupo de los hon-
gos, géneros como Aspergillus, Rhizopus, Penicillium,
Curvularia 'y Fusarium se han aislado de suelos culti-
vados con cafna de azicar (El-Amin y Saadabi, 2007).
Diversas especies del género Fusarium estdn asociadas
a las enfermedades de marchitez en cana de azdcar.
En la India se ha identificado a Fusarium moniliforme
(Gawade er al., 2012) y a F sacchari como agentes
causales de la marchitez (Viswanathan er a/., 2012).

La presencia de un complejo de especies de Fusa-
rium se ha identificado en cultivos de cana del esta-
do de Morelos, México, las cuales pueden provocar
pérdidas en produccién hasta de 50%. Rebollar ez a/.
(2012) mencionaron para Morelos y Michoacdn las
especies F sacchari, E subglutinans, F veticilloides, F
andiyazi, F kyuyensi 'y E brachigybbosum asociadas a
marchitez. Martinez-Ferndndez ez al. (2014) registra-
ron a F verticillioides, F proliferatum, E oxysporum, F
equiseti, F, sacchari, E andiyazi, F nygamai'y F solani
en raices necrdticas de cafa de aziicar.

La aplicacién de fungicidas como el tiofanato me-
tilico, carbendazim, oxicloruro de cobre y mancozeb,
es el método mds utilizado para el control de estos
fitopatdgenos (Vishwakarma ez al., 2013) por efec-
tividad y rapidez debidas a toxicidad, caracteristica
que también afecta a los organismos benéficos y el
ambiente. De modo que la bisqueda de alternativas
para el control de fitopatégenos es necesaria. Dentro
del control biolégico, el uso de organismos antagé-
nicos hacia diferentes fitopatégenos es un método
comun y destacan los hongos del género Trichoderma
que poseen tres mecanismos de accién: competencia
por espacio o nutrientes, antibiosis (produccién de
metabolitos secundarios) y micoparasitismo (Saba
et al., 2012). Ademds, pueden colonizar raices,

956 | VOLUMEN 54, NUMERO 7

INTRODUCTION

ugarcane (Saccharm officinarum) is one of the

important agro-industrial crops in tropical

regions, and Mexico occupies sixth place in
world production. The sown surface during the
2017-2018 harvest was 785 088 ha with a sugar
production of 6 318 424 Mg (CONADESUCA
2018). The diseases caused by fungi, bacteria, virus
and nematodes affect the plant growth and yield of
the crop (Snyman ez al.,, 2011). Within the group
of fungi, genera such as Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium, Curvularia and Fusarium have been
isolated from soils cultivated with sugarcane (El-Amin
and Saadabi, 2007). Diverse species of the genus
Fusarium are associated with the wilting diseases in
sugarcane. In India, Fusarium moniliforme (Gawade
et al., 2012) and F sacchari have been identified as
causal agents of wilting (Viswanathan ez al., 2012).

The presence of a complex of species of Fusarium
has been identified in sugarcane crops in the state
of Morelos, Mexico, which can cause losses in
production by as much as 50%. Rebollar ez a/. (2012)
mentioned for Morelos and Michoacan the species £
sacchari, F subglutinans, E veticillioides, F andiyazi,
E kyuyensi and E brachigybbosum associated with
wilting. Martinez-Ferndndez ez al. (2014) registered
E verticilloides, E  proliferatum, E oxysporum, E
equiseti, F sacchari, E andiyazi, F nygamai and E
solani in necrotic roots of sugarcane.

The application of fungicides, such as thiophanate-
methyl, carbendazim, copper oxychloride and
mancozeb, is the method most widely used for the
control of these phytopathogens (Vishwakarma ez
al., 2013) because of their effectiveness and speed
due to toxicity, a characteristic which also affects
the beneficial organisms and the environment.
Therefore, the search for alternatives for the control
of phytopathogens is necessary. Within biological
control, the use of antagonistic organisms to
different phytopathogens is a common method, and
the fungal genus Zrichoderma is predominant. These
fungi possess three action mechanisms: competition
for space or nutrients, antibiosis (production of
secondary metabolites) and mycoparasitism (Saba
et al., 2012). Furthermore, they can colonize roots,
stimulate root growth, induce tolerance to stress, act
as bio fertilizers, induce plant protection, stimulate

germination, and bioremediation (Hermosa er /.,
2012; Saba et al., 2012).
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estimulan el crecimiento del sistema radical, confie-
ren tolerancia al estrés, actiian como biofertilizantes,
inducen proteccién de las plantas, estimulan la ger-
minacién y biorremediacién (Hermosa ez al., 2012;
Saba et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro y
en plantas de cafa de aztcar la capacidad antagéni-
ca de Trichoderma hacia los patégenos F andiyazi y
E sacchari. La hipétesis fue que al menos una cepa
de Trichoderma inhibe el crecimiento de Fusarium
en condiciones 7z vitro y favorece el desarrollo de las
plantas de cana.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelo

La recoleccién de las muestras de suelo de la rizésfera de la
cafia de azticar se realiz6 en campos de los municipios de Aya-
la, Cuautla, Jojutla, Puente de Ixtla y Yautepec en el estado de
Morelos, México, segin la metodologia de EI-Amin y Saadabi
(2007).

Aislamiento de cepas de Trichoderma

Las 15 muestras de suelo recolectadas se procesaron por
medio del método de dilucién en placa (Khalili ez a/., 2012).
Los aislamientos se realizaron en medio de cultivo papa dextrosa
agar (PDA) (Bioxon™) adicionado con dcido l4ctico. Las colonias
seleccionadas fueron las que presentaron las caracteristicas mor-
folégicas de Trichoderma, como el tipo de crecimiento, forma y
color de las colonias, de las cuales se obtuvieron cultivos monos-
péricos por medio de punta de hifa y se almacenaron en silica gel
(Rodriguez y Gato, 2010).

Fitopatégenos

Las especies F andiyazi (cepa 51) y F sacchari (cepa 9) se
obtuvieron del almacén (cepario) de hongos fitopatégenos del
Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad
Auténoma del estado de Morelos. Estas especies se aislaron antes
de raices necréticas de cafia de aziicar del estado de Morelos y se

comprobé su patogenicidad (Martinez-Ferndndez ez al., 2014).
Antagonismo iz vitro
Los hongos evaluados se cultivaron de manera individual.

Las especies patdgenas crecieron en medio de cultivo PDA

(Bioxon™) y las cepas de Trichoderma en medio extracto de malta

The objective of this study was to evaluate i vitro
and in sugarcane plants the antagonistic capacity of
Trichoderma against the pathogens F andiyazi and F
sacchari. The hypothesis was that at least one strain of
Trichoderma inhibits the growth of Fusarium under
in vitro conditions and favors the development of
sugarcane plants.

MATERIALS AND METHODS

Soil samples

The collection of the soil samples of the rhizosphere of the
sugarcane was carried out in fields of the municipalities of Ayala,
Cuautla, Jojutla, Puente de Ixtla and Yautepec in the state of
Morelos, Mexico, according to the methodology of El-Amin and
Saadabi (2007).

Isolation of strains of Tiichoderma

The 15 soil samples collected were processed by the method
of plate dilution (Khalili ez @/, 2012). The isolations were made
in potato dextrose agar culture medium (PDA) (Bioxon™) added
with lactic acid. The colonies selected were those that presented
the morphological characteristics of Trichoderma, such as type of
growth, form and color of the colonies, from which monosporic
colonies were obtained by means of a hyphae point, and were

stored in silica gel (Rodriguez and Gato, 2010).
Phytopathogens

The species F andiyazi (strain 51) and F sacchari (strain 9)
were obtained from the strain culture storage unit (ceparium)
of phytopathogenic fungi of the Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB) (UAM, Biological Research Center, Mexico)
under Universidad Auténoma de Morelos. These species were
previously isolated from necrotic roots of sugarcane from
the state of Morelos, and their pathogenicity was confirmed
(Martinez-Ferndndez et al., 2014).

Antagonism in vitro

The fungi evaluated were cultivated individually. The
pathogenic species were grown in PDA culture medium
(Bioxon™) and the strains of Trichoderma in malt extract agar
(EMA) (Merck™) medium during 7 d. For the quantitative
evaluation, the dual culture technique (Dolatadabi ez al., 2012)
was used with some modifications. Discs of mycelia of 7 mm

were sliced separately from each species of Fusarium and placed
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agar (EMA) (Merck™) durante 7 d. Para la evaluacién cuantita-
tiva se utilizé la técnica de cultivo dual (Dolatadabi ez /., 2012)
con algunas modificaciones, se cortaron discos de micelio de
7 mm de didmetro de cada especie de Fusarium por separado y
se colocaron en un extremo de la caja Petri con medio de cultivo
PDA. Transcurridas 48 h se colocaron discos de micelio de 7 mm
de Trichoderma en el extremo opuesto de la caja Petri. El disefio
experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones
por tratamiento, cada repeticién contenfa una confrontacién.
Cada 24 h se tomd lectura del crecimiento de los micelios. El
porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC) de Trichoderma

hacia las especies de Fusarium se calculé por medio de la férmula:
PIC= A-B/A*100

donde A: crecimiento radial de Fusarium spp. como testigo; B:

crecimiento radial de Fusarium spp. junto con Trichoderma spp.

La evaluacién cualitativa se realizé a los 13 d y se evalué el
grado de antagonismo de acuerdo con la clasificacién propuesta
por Bell ez al. (1982): grado 1, Trichoderma cubre completamen-
te la superficie del medio y crece sobre el fitopatégeno; 2, Tricho-
derma ocupa al menos el 75% de la superficie del medio y limita
el crecimiento del fitopatégeno; 3, Trichodermay el fitopatégeno
colonizan cada uno el 50% de la superficie del medio; 4, el fito-
patégeno coloniza el 75% de la superficie del medio y limita el
crecimiento de Trichoderma; 5, el fitopatégeno ocupa completa-
mente la superficie del medio y crece sobre Trichoderma.

Los datos se analizaron por medio de ANDEVA vy las medias
se compararon con la prueba de Tukey (p=<0.05), con el progra-

ma Statistica ver. 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Identificacién morfolégica y molecular de Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma T2 y T8 que presentaron las ca-
racteristicas de antagonismo mejores hacia Fusarium spp. se
identificaron morfoldgicamente con base en sus caracteristicas
macroscdpicas y microscdpicas (Samuels ez al., 1999; Samuels ez
al., 20006). Para la identificacién molecular de las cepas de Zricho-
derma se realizé la extraccién y purificacién del ADN. Por medio
de la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),
se amplificé un fragmento de 200 pb que comprende el quinto y
parte del sexto intron del gen que codifica para el factor de la tra-
duccidén 1 (zefI) con el uso de los oligonucleétidos zf1 fi: GTG
AGC GTG GTA TCA CCA y tefl rev: GCC ATC CTT GGA
GAC CAG C (Kullnig-Gradinger ez al., 2002), con el siguiente
programa de PCR: 95 °C 3 min, 37 ciclosa 95 °C 40's; 57 °C 50 s
y 72°C 30 s; 1 ciclo final a 72 °C 5 min. El producto de PCR se

separd por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%,
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at one end of the Petri dish with PDA culture medium. After
48 h, discs of mycelia of 7 mm of Trichoderma were placed at
the opposite end of the Petri dish. The experimental design was
completely randomized with four replicates per treatment; each
replicate contained a confrontation. A record of mycelial growth
was taken every 24 h. The percentage of growth inhibition (PIC)
of Trichoderma to the species of Fusarium was calculated with the

following formula:
PIC = A-B/A*100

where A: radial growth of Fusarium spp. as control; B: radial

growth of Fusarium spp. together with Trichoderma spp.

The qualitative evaluation was made at 13 d and the degree
of antagonism was evaluated according to the classification
proposed by Bell et al (1982): degree 1, Trichoderma
completely covers the surface of the medium and grows over
the phytopathogen; 2, Trichoderma occupies at least 75% of the
surface of the medium and limits the growth of the pathogen; 3,
Trichoderma and the phytopathogen each colonize 50% of the
surface of the medium; 4, the phytopathogen colonizes 75% of
the surface of the medium and limits the growth of Trichoderma;
5, the phytopathogen completely occupies the surface of the
medium and grows over Trichoderma.

Data were analyzed by ANOVA and the means were
compared with the Tukey test (p<0.05), with the program
Statistica ver. 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Morphological and molecular identification
of Trichoderma spp.

T2 and T8 strains of Trichoderma which presented
the best antagonistic characteristics to Fusarium spp. were
morphologically identified based on their macroscopic and
microscopic features (Samuels ez @/, 2006). For the molecular
identification of strains of 7richoderma, extraction and
purification of the DNA was performed. Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique was used to amplify a fragment of
200 pb which comprises the fifth and part of the sixth introns of
the gene that codifie for the factor of translation 1 (z¢f1) using
the oligonucleotides zf1 fw: GTG ACG GTG GTA TCA CCA
and zefl rev: GCC ATC CTT GGA GAC CAG C (Kullnig-
Gradinger ez al., 2002), with the following PCR program:
95 °C 3 min, 37 cycles at 95 °C 40 s; 57 °C 50 s and 72 °C 30 s;
1 final cycle at 72 °C 5 min. The product of PCR was separated
by electrophoresis in an agarose gel at 1.5%, and afterwards was
purified with the kit QIAEX II, Qiagen Agarose Gel Extraction.
The purified products of PCR were quantified and sent to the
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y después se purificé con el kit QIAEX IT Agarose Gel Extraction
de Qiagen. Los productos purificados de PCR se cuantificaron
y se enviaron a la Unidad de Secuenciacién de DNA del Ins-
tituto de Biotecnologia de la UNAM. Las secuencias del frag-
mento correspondiente al gen z¢fI (200 pb) se compararon con
secuencias disponibles en la base de datos del NCBI (acrénimo
inglés del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica de los
EEUU), con el uso de la herramienta informdtica BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool).

Evaluacién de Trichoderma spp. en plantas

de cafa de aziicar.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la evaluacién in
vitro de Trichoderma spp., hacia E andiyazi'y E sacchari se selec-
cionaron las cepas T2 y T8 identificadas como 7 asperellum y
1. koningiopsis, respectivamente, para la evaluacién in vivo con
plantas de cana en maceta.

El indculo de los hongos fitopatégenos £ andiyazi y E sac-
chari, se obtuvo de colonias de 12 d de crecimiento en medio de
cultivo PDA. Suspensiones de conidios se prepararon, ajustadas
a 10° conidios mL".

El sustrato se recolecté de un suelo de una parcela de caha
de aziicar del municipio de Zacatepec, Morelos, y se esterilizd
en autoclave. El suelo esterilizado se mezcl6 con agrolita y peat
moss en una proporcién de 2:1:1. Con este sustrato se llenaron
macetas de 2 L al 80% de su capacidad.

Los tratamientos de la evaluacion iz vivo de Trichoderma spp.
en las plantas de cafa de aztcar fueron los siguientes: T1, Tricho-
derma asperellum; T2, Trichoderma koningiopsis; T3, Trichoder-
ma asperellum — Fusarium andiyazi; T4, Trichoderma asperellum
— Fusarium sacchari; TS5, Trichoderma koningiopsis - Fusarium
andiyazi; T6, Trichoderma koningiopsis — Fusarium sacchari; T7,
Fusarium andiyazi; T8, Fusarium sacchari; T9, Testigo.

El sustrato de los tratamientos T3, T5 y T7 se inoculé con
100 mL de la suspensién de conidios de £ andiyazi. Para los
tratamientos T4, T6 y T8 el sustrato de las macetas se inoculd
con 100 mL de la suspensién de conidios de £ sacchari. En estos
tratamientos la suspensién de conidios se combiné con el sustra-
to para producir una mezcla homogénea.

Las plantas de cafia de azicar sanas, obtenidas de cultivo de
tejidos, se inocularon en las raices con 20 mL de la suspension de
conidios de 7 asperellum en los tratamientos T1, T3 y T4 y con
1 koningiopsis en los tratamientos T2, T'5 y T6. El tratamiento 9
fue el testigo absoluto, y no se aplicé Fusarium spp. alos sustratos
ni Trichoderma a las plantas.

Las macetas con las plantas de cafa se distribuyeron en un
terreno en el municipio de Zacatepec, Morelos, en un disefio

de bloque al azar, con tres bloques y tres repeticiones para cada

DNA Sequencing Unit of Instituto de Biotecnologia, UNAM.
The sequences of the fragment corresponding to the gene refl
(~200 pb) were compared with sequences available in the data

base of the National Center for Biotechnology Information

(NCBI), using BLAST tool (Basic Local Alignment Search Tool).
Evaluation of Tiichoderma spp. in sugarcane plants

According to the results obtained in the evaluation in vitro
of Trichoderma spp. against F andiyazi and E sacchari, the strains
T2 and T8 were sclected, identified as 7. asperellum and T
koningiopsis, respectively, for the in vivo evaluation with potted
sugarcane plants.

The inoculum of the phytopathogenic fungi F andiyazi and
F sacchari was obtained from colonies of 12 d growth in PDA
culture medium. Suspensions of conidia were prepared, adjusted
to 10° conidia mL™!.

The substrate was collected from the soil of a sugarcane plot
of the municipality of Zacatepec, Morelos, and was sterilized in
an autoclave. The sterilized soil was mixed with perlite and peat
moss in a proportion of 2:1:1. This substrate was used to fill 2 L
pots at 80% of capacity.

‘The in vivo evaluation treatments of T7ichoderma spp. in the
sugarcane plants were as follows: T1, Trichoderma asperellum; T2,
Trichoderma koningiopsis; 13, Trichoderma asperellum — Fusarium
andiyazi; T4, Trichoderma asperellum — Fusarium sacchari; TS,
Trichoderma koningiopsis — Fusarium andiyazi; T6, Trichoderma
koningiopsis — Fusarium sacchari; T7, Fusarium andiyazi; T8,
Fusarium sacchari; T9, Control.

The substrate of treatments T3, T5 and T7 was inoculated
with 100 mL of the suspension of conidia of F andiyazi. For
treatments T4, T6 and T8 the substrate of the pots was inoculated
with 100 mL of the suspension of conidia of % sacchari. In these
treatments, the suspension of conidia was combined with the
substrate to produce a homogenous mixture.

The healthy sugarcane plants, obtained from tissue culture,
were inoculated in the roots with 20 mL of suspension of
conidia of 7. asperellum in treatments T'1, T3 and T4 and with
1. koningiopsis in treatments T2, T5 and T6. Treatment 9 was
the absolute control; thus, Fusarium spp. was not added to the
substrates nor Trichoderma was applied to the plants.

Pots with the sugarcane plants were distributed in a plot
in the municipality of Zacatepec, Morelos, in a randomized
block design, with three blocks and three replicates for each
treatment, giving a total of 81 plants evaluated. Plants were
removed from the pots and the roots were washed with running
water, three months after the inoculation. Variables evaluated
were: plant height (cm), fresh and dry root biomass (g), number

and diameter of stems (mm) and root length (cm). Data were

GAMBOA-VILLA ez al. 959



AGROCIENCIA, 1 de octubre - 15 de noviembre, 2020

tratamiento, dando un total de 81 plantas evaluadas. Tres me-
ses después de la inoculacién las plantas se removieron de las
macetas y las raices se lavaron con agua corriente. Las variables
evaluadas fueron: la altura de la planta (cm), biomasa hiimeda y
seca de la raiz (g), nimero y didmetro de tallos (mm) y longitud
de la rafz (cm). Los datos se analizaron por medio de ANDEVA y
las medias se compararon con la prueba de Tukey (p=0.05), con

el programa Statistica ver. 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e identificaciéon de Trichoderma

De las muestras de suelo se aislaron 18 cepas con
las caracteristicas tipicas del género Trichoderma,
como crecimiento rdpido en medio de cultivo y de-
sarrollo de conidios con coloracién verde-amarilla,
de acuerdo con Chaverri et al. (2015). Trichoderma
es un género identificado por su morfologia micros-
copica y las caracteristicas que lo distinguen son la
forma y el tamafio de los conidios fidlides y conidi4-
foros. En este estudio la colonia de la cepa T2 después
de 7 d de crecimiento presenté un didmetro de 8 29 cm,
formé de 2 a 3 anillos concéntricos, mostré produc-
cién densa de conidios, conidiéforos ramificados,
fidlides ampuliformes, conidios globosos ligeramen-
te ovalados con pigmentacién verde amarilla, lo cual
permiti6 identificarla como 77 asperellum (Samuels
et al., 1999). La colonia de la cepa T8 a los 7 d de
crecimiento present6 didmetro de 9 ¢cm, formé de 2
a 3 anillos concéntricos, con conidiéforos escasamen-
te ramificados, fidlides cortas y lageniformes, mostré
produccién densa de conidios elipsoidales en colo-
racién verde-amarillo, lo cual permitié identificarla
como 1 koningiopsis (Samuels ez al., 2006).

La identidad de las cepas se confirmé por medio
de la amplificaciéon y secuenciacién de una regién
de 200 pb del gen refl (Kullning-Gradinger ez al.,
2002). La secuencia de la cepa T2 mostr6 una iden-
tidad del 100% con Trichoderma asperellum strain
TRS 746 (ntmero de acceso: KP008926), mientras
que la identidad de la cepa T8 fue 99% con Tricho-
derma koningiopsis GJS04-199 (ntimero de acceso:
FJ463268).

Antagonismo in vitro
En las evaluaciones en cultivos duales se obser-

v6 el antagonismo de las 18 cepas de Trichoderma
evaluadas hacia £ sacchari y E andiyazi. El contacto
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analyzed using ANOVA and the means were compared with
the Tukey test (p=<0.05), with the program Statistic aver. 7.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTS AND DISCUSSION
Isolation and identification of Trichoderma

From the soil samples, 18 strains were isolated with
the typical characteristics of the genus Zrichoderma,
such as fast growth in culture medium and
development of conidia with green-yellow coloring,
according to Chaverri ez al. (2015). Trichoderma is a
genus identified by its microscopic morphology and
distinctive characteristics are the form and size of the
conidia, phialides and conidiophores. In this study,
the colony of T2 strain after 7 d of growth presented
a diameter of 8 to 9 cm, formed 2 to 3 concentric
rings, showed dense production of conidia, branched
conidiophores, ampulliform phialides, rounded
conidia that were slightly oval with greenish yellow
pigmentation, which permitted identification as 7
asperellum (Samuels et al., 1999). The colony of T8
strain at 7 d of growth presented a diameter of 9 c¢m,
formed 2 to 3 concentric rings, with scantly branched
conidia, short and lageniform phialides, showed
dense production of ellipsoidal conidia with green-
yellow coloring, which identified it as 7. koningiopsis
(Samuels et al., 2006).

Identity of the strains was confirmed by
amplification and sequencing of a region of 200 pb
of the gen rzefl (Kullning-Gradinger ez al., 2002).
The sequence of the T2 strain showed an identity of
100% with Trichoderma asperellum strain TRS 746
(access number: KP008926), while the identity of
T8 strain was 99% with Trichoderma koningiopsis
GJS04-199 (access number: FJ463268).

Antagonism in vitro

In the evaluations in dual cultures the antagonism
was observed of the 18 strains of Trichodermaevaluated
against F sacchari and FE andiyazi. The contact
between the evaluated colonies of Trichoderma and E
andiyazi occurred at 48 h and with F sacchari at 72
h. In that area in which the mycelia made contact,
a beige strip was formed, which indicates a possible
incompatibility between them. Our results agree
with those of Thangavelu ez a/. (2004), who found

and evaluated change in coloration. Contact zone
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entre las colonias de 7richoderma evaluadas y F an-
diyazi ocurrié a las 48 h'y con FE sacchari a las 72 h.
En el 4rea en la cual los micelios hicieron contacto se
formé una franja color beige, lo que indica la posibi-
lidad de incompatibilidad entre ellos. Estos resulta-
dos concuerdan con los de Thangavelu ez al. (2004)
quienes hallaron y evaluaron este cambio en la colo-
racién. Esta zona de contacto indica claramente la
secrecién de metabolitos tanto de Fusarium como de
Trichoderma, los cuales se producen en respuesta al
contacto (Sharma, 2011). Zrichoderma tiene la capa-
cidad de producir metabolitos voldtiles y no voldti-
les (Patil er /., 2012) asi como enzimas hidroliticas
extracelulares y metabolitos antifingicos secundarios
que actian sinérgicamente en la inhibicién del creci-
miento fangico (Naglot ez a/., 2015).

Las cepas de Trichoderma indujeron un PIC va-
riable hacia cada patégeno evaluado. El andlisis es-
tadistico mostré que el crecimiento in vitro de F
sacchari disminuyé (p<0.05) de 44.37% a 32.5%
en la evaluacién con las cepas de Trichoderma spp.

(Cuadro 1). La cepa de Trichoderma T2 indujo la

clearly indicates the secretion of metabolites from
both Fusarium and Trichoderma, which are produced
in response to contact (Sharma, 2011). Trichoderma
has the capacity of producing volatile and nonvolatile
metabolites (Patil ez al, 2012), as well as extracellular
hydrolytic enzymes and secondary antifungal
metabolites, with synergic action on the inhibition
of fungal growth (Naglot ez al., 2015).

The strains of Trichoderma induced a variable
percentage of growth inhibition (PIC) against each
pathogen evaluated. The statistical analysis showed
that the in vitro growth of F sacchari decreased
(p=<0.05) from 44.3 to 32.5% in the evaluation with
the strains of 7richoderma spp. (Table 1). The T2
strain of Trichoderma induced the highest inhibition
(44.37%) of growth, followed by the T4, T8 and
T11 strains with 40.65% inhibition. Furthermore,
the growth in vitro of E andiyazi decreased (p=0.05)
from 48.75 to 39.37%. In this case, the T8 strain
of Trichoderma induced the highest inhibition
(48.75%) of growth, followed by the T2 strain with
46.26%. The T6 strain induced the lowest PIC to the
two species of Fusarium evaluated (Table 1).

Cuadro 1. Inhibicién del crecimiento (%) y sobrecrecimiento (%) de Tiichoderma spp. hacia

E sacchariy E andiyazi.
Table 1. Inhibition of growth (%) and overgrowth (%) of Trichoderma spp. against F. sacchari
and F. andiyazi.
Tratamiento  PIC en Fusarium PIC en Fusarium  Sobrecrecimiento Sobrecrecimiento
(cepa) sacchari andiyazi en F sacchari en F andiyazi
T1 38.12 bed 43.12 bed 100 ¢ 75.0b
T2 4437 d 46.26 cd 75.0b 68.75 b
T3 40.0 cd 41.25 bc 100 ¢ 93.75b
T4 40.62 cd 45.0 bed 75.0b 68.75 b
Ts5 35.62b 41.87 be 68.75b 75.0 b
T6 32.5b 39.37 b 75.0 b 75.0b
T7 37.5 be 43.12 bed 100 ¢ 87.5b
T8 40.62 cd 48.75d 100 ¢ 81.25b
T9 40.0 cd 45.0 bed 100 ¢ 68.75b
T10 36.87 bc 40.62 bc 56.25 b 81.25b
T11 40.62 cd 43.75 bed 75.0b 68.75 b
T12 35.62b 43.12 bed 75.0b 50.0 b
T13 39.37 cd 42.50 be 75.0b 87.5b
T14 37.5 bc 43.12 bed 100 ¢ 87.5b
T15 38.75 bed 40.0 b 75.0b 75.0b
T16 38.12 bed 40.0 b 75.0b 87.5b
T17 38.75 bed 41.87 be 75.0b 75.0 b
T18 38.12 bed 43.75bcd 56.25 b 62.5b
19 (testigo) 0a 0a 0a 0a

Valores con letras diferentes indica diferencia estadistica (p=<0.05). «# Values with different letters

indicate statistical difference (p=<0.05).
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mayor inhibicién (44.37%) del crecimiento, seguida
de las cepas T4, T8 y T11 con 40.65% de inhibicién;
ademds, el crecimiento in vitro de F andiyazi dismi-
nuyé (p=<0.05) de 48.75% a 39.37%. En este caso la
cepa de Trichoderma T8 indujo la mayor inhibicién
(48.75%) de crecimiento, seguida de la cepa T2 con
46.26%. La cepa T6 indujo el menor PIC hacia las
dos especies de Fusarium evaluadas (Cuadro 1).

Los resultados fueron superiores a lo documenta-
do por Gawade ez al. (2012) acerca del antagonismo
de algunas especies de Trichoderma hacia el género
Fusarium, pero resultaron menores a los observados
por Naglot ez al. (2015) con valores de PIC desde
60 a 75%. Es notable que Trichoderma puede mos-
trar una variabilidad en la induccién de PIC hacia
los diferentes grupos de patégenos, por lo cual es ne-
cesario una seleccién especifica para cada patégeno
(Fernandes ez al., 2013) y pese a que los niveles de
PIC son menores a lo informado en otros estudios,
los aislamientos mostraron eficacia variable sobre las
dos especies patégenas.

El grado de antagonismo de las 18 cepas de 77i-
choderma fue diferente (p=<0.05) hacia las dos espe-
cies de Fusarium. Las cepas T1,T3,T7, T8, T9yT14
superaron en 100% el crecimiento sobre £ sacchariy
las cepas T2, T4, T6, T11, T12, T13, T15, T16 y
T17 en 75% (Cuadro 1). Por tanto, de acuerdo con
Bell ez al. (1982), se les clasifica dentro de los grados
de antagonismo 1 y 2, respectivamente. La cepa T3
super6 en 93.75% el crecimiento sobre F andiyazi 'y
las cepas T7,T13,T14 y T16 en 87.5%, y estas cepas
se catalogan dentro del grado 1 de antagonismo; las
cepas T8 y T10 crecieron 81.25% sobre Fusarium y
las cepas T1, T5, T6, T15 y T16 75%, con un anta-
gonismo grado 2.

Estos resultados concuerdan con lo citado por
Fernandes ez al. (2013), quienes indicaron que 77i-
choderma puede superar en crecimiento en 50-100%
a diversos hongos fitopatégenos. El crecimiento de
las cepas de Trichoderma sobre las especies de Fusa-
rium registrado en nuestro estudio, pudo ser favore-
cido por la produccién de diversas enzimas que de-
gradan a la pared celular, lo cual les permitié infectar
las hifas de los patgenos (Schickler y Chet, 1997).
Naglot er al. (2015) indicaron que 7 viride secreta
1, 3, B glucanasa, pectinasas, proteasas, amilasas y
quitinasas. Ademds, Michel-Aceves ez al. (2005) do-
cumentaron la produccién de quitinasas y glucanasas
por T. harzianum 'y T. koningii cuando se enfrentan
con F subglutinansy F oxysporum.
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The results were superior to those reported by
Gawade er al. (2012) of the antagonism of some
species of Trichoderma to the genera Fusarium, but
resulted lower than those observed by Naglot ez al.
(2015) with values of PIC from 60 to 75%. It is
notable that 7richoderma can show a variability in
the induction of PIC toward the different groups of
pathogens, therefore it is necessary to have a specific
selection for each pathogen (Fernandes ez al., 2013).
Despite our observed levels of PIC were lower than
those reported in other studies, these isolates showed
variable efficacy over two species of pathogens.

The degree of antagonism of the 18 strains of
Trichoderma was different (p=<0.05) toward the two
species of Fusarium. Strains T1, T3, T7, T8, T9 and
T14 surpassed by 100% the growth over £ sacchari,
and strains T2, T4, T6, T11, T12, T13, T15, T16
and T17 were higher by 75% (Table 1). Therefore,
according to Bell ez al. (1982), they are classified as
degree of antagonism 1 and 2, respectively. T3 strain
growth surpassed by 93.75% over F andiyazi, and
the strains T7, T13, T14 and T16, by 87.5%, these
strains are catalogued within degree 1 of antagonism.
Strains T8 and T10 grew 81.25% over Fusarium
and strains T'1, TS5, T6, T15 and T16, 75%, with an
antagonism degree of 2.

These results concur with those cited by
Fernandes et al (2013), who indicated that
Trichoderma can surpass in growth by 50-100%
diverse phytopathogenic fungi. The registered
growth of the strains of Zrichoderma over the species
of Fusarium in our study may have been favored
by the production of diverse enzymes that degrade
the cell wall, which would allow them to infect the
hyphae of the pathogens (Schickler and Chet, 1997).
Naglot ez al. (2015) indicated that 7 viride secretes
1, 3, B glucanase, pectinases, proteases, amylases
and chitinases. In addition, Michel-Aceves et al.
(2005) documented the production of chitinases and
glucanases by 7. harzianum and T. koningii when
confronted F subglutinans and F oxysporum.

Biocontrol of E andiyazi and F. sacchari with
Trichoderma spp. in sugarcane plants

Sugarcane plants inoculated with the pathogens
developed first visible symptoms at 15 d. Plants
inoculated only with F andiyazi (17) and E
sacchari (T8) developed symptoms of wilting, scant
development, flaccidity, curling, chlorosis and
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Biocontrol de F. andiyaziy F. sacchari con Tri-
chochoderma spp. en plantas de cafia de aziicar

Las plantas de cana de aziicar inoculadas con los
patégenos desarrollaron los primeros sintomas visi-
bles a los 15 d. Las plantas inoculadas solo con ¥
andiyazi (T7) y E sacchari (T8) desarrollaron sinto-
mas de marchitez, poco desarrollo, flacidez, enrolla-
miento, clorosis y malformacién en algunos tallos.
Asimismo, a 15 d después de la inoculacién con los
tratamientos 3, 6, 7 y 8 se indujo la necrosis de los
tejidos de las raices. Viswanathan ez a/. (2012) encon-
traron que el desarrollo de una sintomatologfa simi-
lar cuando se inoculan plantas de cafa de azdcar con
F. sacchari. Con respecto al efecto de los tratamientos
en el nimero y didmetro de los tallos no hubo dife-
rencias estadisticas. La altura fue diferente entre los
tratamientos (p=<0.05); la altura mayor se obtuvo en
las plantas inoculadas con las especies de Trichoder-
ma, y la menor en las plantas inoculadas solo con £
andiyazi (T7).

En la longitud de las raices, asi como en la bio-
masa himeda y seca de las mismas, las plantas pre-
sentaron diferencias (p=<0.05) entre los tratamientos
(Cuadro 2). En aquellas inoculadas con las especies
de Trichoderma (T1 y T2) presentaron una longitud
mayor de las raices en comparacién con las plantas
inoculadas solo con las especies de Fusarium, y la

malformation in some stems. Similarly, at 15 d after
the inoculation with treatments 3, 6, 7 and 8, necrosis
of root tissue was induced. Viswanathan et 2/ (2012)
found the development of a similar symptomology
when sugarcane plants were inoculated with £
sacchari. Regarding the effect of treatments on
number and diameter of stems, there were no
statistical differences. The height was different
among the treatments (p=<0.05); the greatest height
was obtained in plants inoculated with Zrichoderma
species, and the lowest in those inoculated with only
E andiyazi (T7).

In the length of the roots, as well as in fresh and dry
root biomass, plants presented differences (p=<0.05)
among treatments (Table 2). In those inoculated
with the species of Trichoderma (T1 and T2), plants
showed a greater length in the roots compared with
those inoculated with species of Fusarium, and the
length was shorter in the plants inoculated with £
andiyazi. Fresh and dry biomass of the roots was
greater in the plants inoculated with 7. koningiopsis
(T2 and T5). In contrast, plants with lower fresh and
dry biomass in roots were those inoculated only with
E andiyazi (T7).

In the plants of treatments 3, 4, 5 and 6,
inoculated with Zrichoderma spp. and Fusarium spp.,
the effect of the antagonists was evident, inducing the
highest values in the evaluated variables compared

Cuadro 2. Efecto de la inoculacién de Trichoderma asperellum 'y T. koningiopsis en las variables de crecimiento de cafia de

azucar.

Table 2. Effect of inoculation of Trichoderma asperellum and T. koningiopsis in the growth variables of sugarcane.

Tratamiento

Numero de  Didmetro de  Altura de tallos  Longitud de  Biomasa himeda  Biomasa seca

tallos tallos (cm) (cm) raices (cm) raices (g) raices (g)
1 Trichoderma asperellum 6.0a 0.89 a 22.96 ab 62.43 a 19.83 ab 5.0 ab
2 Trichoderma koningiopsis 5.6a 0.86a 21.3 ab 54.46 ab 26.48 ab 6.36a
3 Trichoderma asperellum- ¢ ) | 0.85a 18.4 ab 50.43 ab 23.96 ab 5.33 ab
Fusarium andiyazi
Trichoderma asperellum-
4 . . 5.6a 0.63 a 14.23 ab 33.93 ab 19.40 ab 4.36 ab
Fusarium sacchari
5 [Trichoderma koningiopss- 4 ¢ 1.02 a 27.86a 43.73 ab 27.16a 5.70 ab
Fusarium andiyazi
G Trichoderma koningiopsis- 5\ | 0.93a 17.73 ab 50.16 ab 18.33 ab 4.16 b
Fusarium sacchari
7 Fusarium andiyazi 2.67a 0.43 a 9.73 b 25.73b 9.86 b 2.0b
8  Fusarium sacchari 4.33 a 0.74 a 19.73 ab 38.96 ab 20.23 ab 4.20 ab
9 Testigo 4.0a 1.0a 16.16ab 55.66 ab 16.16 ab 2.20b

Valores con letras diferentes indican diferencia estadistica (p=<0.05). < Values with different letters indicate statistical difference

(p=0.05).

GAMBOA-VILLA et al.
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longitud fue menor en las plantas inoculadas con £
andiyazi. La biomasa himeda y seca de las raices fue
mayor en las plantas inoculadas con 7. koningiopsis
(T2 y T5). En contraste, las plantas con biomasa hd-
meda y seca menores en raices fueron las inoculadas
solo con F andiyazi (17).

En las plantas de los tratamientos 3, 4, 5 y 6,
inoculadas con Trichoderma spp. y Fusarium spp.
fue evidente el efecto de los antagonistas que indu-
jeron los valores mds altos en las variables evaluadas
en comparacion con los tratamientos en donde solo
se aplicaron los patégenos. En el tratamiento 3 (77
asperellum - F. andiyazi) las plantas mostraron un de-
sarrollo mayor en las variables evaluadas que las del
tratamiento 7 inoculadas solo con £ andiyazi. En la
interaccion con F sacchari (T4) solo indujeron va-
lores mds altos en niimero de tallos y biomasa seca
de las raices. En el tratamiento 5 (7. koningiopsis —
F andiyazi) los valores de las variables evaluadas en
las plantas fueron superiores en comparacién con las
inoculadas solo con el patégeno £ andiyazi (T7) y
se obtuvieron diferencias significativas en altura de
los tallos, longitud de raices, biomasa hiimeda y seca
de las raices. Estos datos indican la participacién de
1. koningiopsis en limitar la infeccién de £ andiyazi
en las raices de estas plantas. En la interaccién de 77
koningiopsis con F sacchari solo se presentaron valores
altos en nimero y didmetro de tallos y longitud de
raices.

En relacién con la aplicacién de Trichoderma en
plantas, algunas cepas ejercen un efecto benéfico al
interactuar directamente con las raices, e incremen-
tan el crecimiento de las plantas y resistencia a en-
fermedades (Hermosa ez al., 2012). La aplicacién de
1. asperellum aumenta la longitud del tallo y la raiz
de las plantas de jitomate y reduce la incidencia de
la marchitez ocasionada por £ oxysporum f. sp. lyco-
persici (Patel y Saraf, 2017). Trichoderma koningiopsis
influye en la disminucién de la pudricién basal de
la cebolla causada por E oxysporum (Sinchez et al.,
2015), en la reduccién de la fusariosis o pudricién
del fruto de la pina, causada por F guttiforme en cul-
tivos de Brasil (Trocoli et al., 2017). Ademds, esta
especie induce la respuesta de defensa sistémica con-
tra F oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en plantas de
tomate (Jaimes-Sudrez et al., 2009) y se han aislado
compuestos antimicrobianos conocidos como konin-

gioninas que tienen actividad contra £ oxysporumy F
Sflocciferum (Hu et al., 2016).
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with treatments in which only the pathogens were
applied. In treatment 3 (7. asperellum — F andiyazi),
plants showed a greater development in the variables
evaluated than those of treatment 7 inoculated only
with £ andiyazi. In the interaction with £ sacchari
(T4), higher values were induced only in number of
stems and dry biomass of roots. In treatment 5 (7
koningiopsis — F andiyazi), values of the evaluated
variables in the plants were higher compared with
those inoculated only with the pathogen F andiyazi
(T7), and significant differences were obtained in
stem height, root length, and fresh and dry biomass
of the roots. These data indicate the participation of
1. koningiopsis in limiting the infection of £ andiyazi
in the roots of these plants. On the interaction of 7
koningiopsis with E sacchari, high values were found
only in number and diameter of stems and root
length.

Regarding application of Trichoderma in plants,
some strains exert a beneficial effect by interacting
directly with the roots, increasing the growth of
plants and resistance to diseases (Hermosa ez al.,
2012). The application of 7. asperellum increases the
length of stem and root in tomato plants and reduces
the incidence of wilting caused by F oxysporum f.
sp. lycopersici (Patel and Saraf, 2017). Trichoderma
koningiopsis influences decrease in basal rotting
of onion caused by F oxysporum (Sinchez er al.,
2015); also, in the reduction of fusarioris (rotting)
of pineapple fruit, caused by F gustiforme in crops
of Brazil (Trocoli et al, 2017). In addition, this
species induces the systemic defense response against
E oxysporum f. sp. radices-lycopersici in tomato
plants (Jaimes-Sudrez ez al., 2009), as antimicrobial
compounds known as koningionins, which have

activity against £ oxysporum and F flocciferum, were
isolated (Hu ez al., 2016).

CONCLUSIONS

The 18 isolates of Trichoderma analyzed in this
study showed differences in their antagonistic capacity
to Fusarium andiyazi and F sacchari. Two of the
strains, identified as 7" asperellum and 1. koningiopsis,
exhibited the best antagonistic characteristics under
in vitro conditions and in the sugarcane plants against
the root pathogens F andiyazi and E sacchari.

These two species of Trichoderma produced a
beneficial effect on the development of the sugarcane
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CONCLUSIONES

Los 18 aislamientos de 7richoderma analizados
en este estudio mostraron diferencias en su capaci-
dad antagénica hacia Fusarium andiyaziy F sacchari.
Dos de las cepas, identificadas como 7. asperellum y
1! koningiopsis presentaron las mejores caracteristicas
antagdnicas en condiciones iz vitro y en las plantas
de cana de azdcar hacia los patégenos de la raiz £
andiyazi'y F sacchari.

Las dos especies de Trichoderma produjeron un
efecto benéfico en el desarrollo de las plantas de cana
de azicar, que se demostré el incremento en el ni-
mero de tallos, altura, didmetro de tallos, longitud
de raiz, biomasa hiimeda y seca de las raices. De esta
manera I7ichoderma asperellum y T. koningiopsis tie-
nen potencial como agentes de control biolégico de
patégenos de la raiz en cultivos de cafia de azicar.
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