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INTRODUCCION

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es uno de los cereales mas cultivados en el mundo. Este
cereal fue domesticado en Etiopia (Africa) hace aproximadamente 3000 afios A.C. Las
variedades de sorgo de mayor importancia econémica son S. bicolor, S. guinea, S. caudatum, S.
kafir, y S. durra (Medraoui et al., 2007).

El sorgo dulce (S. bicolor) es una especie de planta con metabolismo C4 adaptada a los climas
secos y calidos, presentando una menor pérdida de agua y una mayor eficiencia fotosintética.
Es utilizado en varios paises para la produccidn de etanol y el bagazo residual resulta una fuente
importante para la nutricion animal. Debido a su buena relacidn costo beneficio el cultivo de
este grano podria considerarse una herramienta estratégica fundamental para el desarrollo de
la ganaderia en dreas pequeias (Blansina & Symonds, 2010). La mayor parte de la produccién
de etanol en el mundo es a partir de la cafia de azlcar, pero las nuevas tecnologias tienden a
utilizar fuentes no alimenticias para la produccion del mismo (Rajeev et al., 2009). El sorgo
constituye una fuente de energia renovable y tiene la ventaja de poder ser cultivado en tierras
relativamente pobres, no aptas para cultivos con requerimientos exigentes para su desarrollo,
ademas de poder ser utilizado en la rotacion de cultivos (Fernandez & Garro, 2004). Dentro del
MERCOSUR Uruguay y Argentina son los paises con mayor dependencia de energias no
renovables. En los Ultimos afios se ha promovido la incorporacién del etanol como
biocombustible en Uruguay, con el fin de disminuir la dependencia energética externa,

desarrollar una cadena agroindustrial y aumentar la oferta laboral (Bittencourt & Reig, 2009).

Dado que el sorgo es un cereal de verano crece en condiciones de escases de agua, que
ocasionan estrés a la planta. Esto incrementa la susceptibilidad de la planta frente al ataque por
hongos (Petrovic et al., 2009). Entre los hongos, especies del género Fusarium ocasionan dafios
severos, invadiendo los tejidos a través de aberturas naturales o heridas (Calhoun & Park, 1964;
Thomas & Buddenhagen, 1980; Dubin, 1984; Mai, 1987; Van Wyk et al., 1987). Una de las

principales enfermedades en el sorgo producida por especies de Fusarium es la podredumbre




del tallo (Castor & Frederiksen, 1980; Reed et al., 1983; Jardine & Leslie, 1992) ocasionando
dafios en los haces vasculares de tallo y raiz (Maranville & Clegg, 1984; Zummo, 1984).

El indculo se encuentra en tejidos vivos de plantas, en rastrojo y en suelo (Tesfaye et al., 2010).

Fusarium spp. ademads causa danos econdmicos significativos en otros cultivos como el maiz, la
cafia de azucar, el trigo y el arroz (Nirenberg & O’Donnell, 1998; Leslie et al., 1992; Leslie, 1995).
El género Fusarium se caracteriza por producir esporas de origen asexual (conidios) largos
denominados macroconidios. Estos son curvados, multicelulares, con una célula apical que
puede ser: redondeada, papilada, en forma de gancho mas o menos afinado y una célula basal
en forma de pie que puede ser mds o menos elongada. Muchas especies producen también
conidios pequefios, generalmente unicelulares, con forma fusiforme, oval o esférica
denominados microconidios. Los conidios son importantes para la dispersidén del hongo, la que
se produce por el viento o la lluvia y son generalmente la forma de propagacién que infecta a la
planta. A su vez, hay especies que poseen la capacidad de producir estructuras de resistencia
denominadas clamidosporas que resultan importantes para la permanencia en el suelo bajo

condiciones adversas (Glenn, 2007).

El clima afecta la distribucion, la diversidad y la frecuencia de las especies de Fusarium
asociadas a las plantas y en el suelo, asi como el comportamiento de las especies en la
epidemiologia y en la produccion de micotoxinas en las plantas infectadas (Petrovic et al.,

2009).

Uno de los problemas sanitarios que afectan al cultivo de sorgo dulce en Uruguay es el causado
por Fusarium nygamai, un hongo fitopatdégeno capaz de producir micotoxinas como
fumoniosinas, moniliforminas y beauvericinas (Glenn, 2007). Esta especie se observd por
primera vez en podredumbre de tallo y raiz de plantas de sorgo en Nueva Gales del Sur (Sydney
— Australia) en 1977 y 1978 (Trimboli & Burgess 1985). Al principio se identific6 como F.
moniliforme debido a que no se observaron clamidosporas. Luego cuando se inocularon las
cepas aisladas en raices de sorgo en condiciones de invernadero, produjeron clamidosporas y
esta especie se clasifico como F. nygamai (Sangalang et al., 1995). Esta especie pertenece al

complejo Gibberella fujikuroi (Sawada) y se encuentra taxonomicamente entre las Secciones



Elegans y Liseola. F. nygamai no puede incluirse en la Seccién Liseola debido a que produce
clamidosporas y tampoco puede incluirse en la Seccién Elegans porque produce microconidios
en cadenas (Leslie & Summerell, 2006). Las caracteristicas principales de esta especie son la
formacidon de macroconidios y microconidios en cadenas relativamente cortas y en falsas
cabezas y la produccién de clamidosporas de pared rugosa como estructuras de resistencia y
propagacion (Burgess & Trimboli, 2006). F. nygamai puede colonizar tejidos aéreos vy
subterrdneos de muchas plantas (Marasas et al., 1988; Jeschke et al., 1990). En sorgo produce
manchas en hojas y podredumbre de tallo, disminuyendo ademas el contenido de azucar y
bajando considerablemente el rendimiento en los cultivos (Petrovic et al., 2009). En Uruguay se
ha constatado la presencia del hongo en tallo, hojas y semillas. La infeccion de los cultivos con
este hongo puede generar importantes pérdidas en cuanto al rendimiento en las cosechas, y
ademds constituye un riesgo para la alimentacion animal por su capacidad de producir

micotoxinas.

Desde sus comienzos la agricultura ha coexistido con microorganismos patégenos e insectos
plaga. Tradicionalmente se han utilizado métodos quimicos como insecticidas y fungicidas entre
otros, con el fin de disminuir las perdidas en la agricultura y la forestacion (Verma et al., 2007).
La excesiva utilizacion de fungicidas, pesticidas y otros fumigantes genera riesgos para el
ambiente y el consumo de alimentos. La aplicacién de productos quimicos a largo plazo genera
pérdidas econdmicas debido al dafio provocado en el ambiente, a la permanencia de residuos
guimicos y a la capacidad de algunos organismos de generar resistencia por la utilizacion

repetida de los mismos.

La definiciéon de control biolégico segin Van Driesche & Bellows (1996) expresa que el control
biolégico es el uso de parasitoides, depredadores, patdgenos, antagonistas y poblaciones
competidoras para suprimir la poblacion de una plaga, haciéndola menos abundante y por

tanto menos dafiina que en ausencia de ellos.

Actualmente las practicas de control de patdgenos, tanto agricolas como forestales, se basan
en la utilizacion de agentes de control biolégico como tales o combinados con productos

quimicos. Estas practicas tienen la ventaja de reducir el uso de pesticidas. Existen numerosos



agentes de biocontrol registrados que se utilizan comercialmente. Estos incluyen cepas
bacterianas de los géneros Agrobacterium, Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus, como
también cepas fungicas de los géneros Gliocladium, Trichoderma, Ampelomyces, Candida, y

Coniothyrium (Vinale et al., 2008a).

Los hongos utilizados como agentes de control bioldgico han ganado aceptacion en los ultimos
tiempos, respecto a las bacterias, debido a su amplio espectro en términos de control de
enfermedades y a su rendimiento en produccién. Hongos del género Trichoderma han sido
ampliamente utilizados como agentes de control biolégico debido a su alta capacidad
antagonica frente a otros organismos como invertebrados, bacterias y hongos (Verma et al.,

2007).

Trichoderma sp. (Telomorfo: Hypocrea, Hypocreales, Ascomycota, Dikarya) es un hongo
cosmopolita, que habita cominmente en suelos y rizosfera. Sin embargo ha sido reportado en
una gran variedad de sustratos naturales y artificiales, lo que muestra su potencial como
oportunista y su adaptabilidad a diferentes condiciones ecolégicas (Friedl & Druzhinina, 2011).
El principal mecanismo de reproduccién en Trichoderma spp. es mediante la produccién de
conidios (reproduccion asexual). Estos se producen en repuesta a sefales de stress para
permitir al hongo sobrevivir y dispersarse. La induccién de la conidiogenesis es afectada por las
condiciones ambientales como disponibilidad de nutrientes, luz y pH bajo. Por ejemplo Ila
maxima produccién de conidios en T. atroviride es a pH 4,4 y en T. harzianum a pH 5,5 y en

presencia de luz (Carreras et al., 2012).

Al igual que otros hongos utilizados en control bioldgico, las esporas (conidios) de Trichoderma
spp. son eficientemente utilizadas en preparaciones comerciales debido a que resisten

condiciones ambientales adversas (Verma et al., 2007).

La utilizacién de Trichoderma spp. en la agricultura tiene algunas ventajas: colonizacion de la
rizosfera estableciéndose rapidamente en las comunidades microbianas de la misma, control de
la micoflora patogénica y competitividad por diversos mecanismos, favoreciendo la salud de la

planta y estimulando el crecimiento radicular (Vinale et al., 2008a).



Los modos de accién de Trichoderma spp. que pueden ocurrir en una interacciéon con otro

hongo son:

- antibiosis, que involucra la produccién de metabolitos secundarios (volatiles o difusibles) que

inhiben el crecimiento del otro hongo pudiendo provocar la muerte del mismo

- micoparasitismo, en el cual se producen enzimas extracelulares para la lisis de la pared del

hospedador (celulasas, quitinasas, glucanasas) y la interaccion es especifica

- competencia, donde Trichoderma limita el acceso del otro hongo a un recurso compartido por
ambos mediante la utilizacién de un amplio rango de sustratos, rdpida velocidad de

crecimiento, produccion de enzimas y compuestos antibidticos (Hjeljord & Tronsmo, 1998).

Trichoderma spp. se caracteriza por producir una gran diversidad de metabolitos secundarios.
Estos son un grupo heterogéneo de compuestos naturales que participan en funciones basicas
como competencia, simbiosis, trasporte de metales, diferenciacién y senalizacion. Debido a sus
propiedades quimicas y bioldgicas son utilizados en la industria médica, farmacéutica o con
fines agrondmicos. La produccién de metabolitos secundarios en Trichoderma depende de la
cepa e incluye metabolitos volatiles y no volatiles (Vinale et al., 2008b). Hasta el momento
existen reportes de las estructuras de mas de 100 compuestos (Reino et al, 2008;
Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998). Estos incluyen compuestos no polares de bajo peso
molecular como pironas, terpenoides, esteroides y policétidos. Algunos de estos metabolitos
juegan un rol importante en la interaccién con plantas y pueden inducir mecanismos de
resistencia frente a patdgenos o promover el crecimiento de algunas plantas. También se ha

detectado in vitro la accidon anti-microbiana de varios metabolitos.

Se ha planteado como hipdtesis que la produccion de los metabolitos secundarios ha
evolucionado para la comunicacién o la defensa, contra otros microbios u organismos
multicelulares. El estilo de vida ancestral micoparasitico de Trichoderma puede explicar el
inusualmente diverso repertorio de los “clusters” biosintéticos, particularmente en T. atroviride
(Hypocrea atroviridis) y T. virens (H. virens), de una gran variedad de compuestos necesarios en

el ataque contra microbios (Mukherjee et al., 2012).



Los compuestos volatiles pertenecen a numerosas clases estructurales como mono vy
sesquiterpenos, alcoholes, cetonas, lactonas, esteres o compuestos Cg. Las condiciones de
stress influyen en la expresiéon de los metabolitos volatiles. Estos metabolitos estan
involucrados con diferentes procesos biolégicos como biocontrol o su relacidon con el ambiente.
Los metabolitos volatiles de Trichoderma actuan de forma antibiética contra hongos patégenos
de las plantas y pueden promover el crecimiento de las mismas, asi como otorgarles resistencia
sistémica. A su vez ha sido demostrado que los metabolitos volatiles juegan un rol importante
en el micoparsitismo. Algunos ejemplos son: el 6-pentilo-alfa-pirona que reduce la produccién
de la micotoxina DON por Fusarium graminearum, reduce el crecimiento del micelio de
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum y promueve crecimiento en plantas de tomate. Los
compuestos C8 (ej. 3-octanona) inducen la conidiacién en tanto los sesquiterpenos exhiben
accién antimicrobiana y antiviral. Las especies de Trichoderma T. harzianum, T. atroviride y
T.asperellum son muy utilizadas como agentes protectores de plantas y como promotores de

crecimiento (Stoppacher et al., 2010).

Por otro lado muchas cepas de Trichoderma spp. son utilizadas para controlar algunas malezas
y como agentes biorremediadores disminuyendo la contaminacién del suelo (Verma et al.,

2007).



OBIJETIVOS

Objetivo General:

El objetivo de este estudio es evaluar la capacidad antagdnica de cepas de Trichoderma frente a

F. nygamai aislado de plantas de sorgo dulce.

Objetivos especificos:

- Aislar e identificar cepas de Fusarium nygamai de plantas de sorgo dulce con sintoma

- Aislar e identificar cepas de Trichoderma de diferentes suelos

- Evaluar la capacidad antagoénica de las distintas cepas de Trichoderma frente a cepas de F.

nygamai

- Seleccionar las cepas de Trichoderma que presenten mayor capacidad antagodnica

- Evaluar el efecto del peletizado de semillas de sorgo dulce con las cepas de Trichoderma

seleccionadas para controlar a F. nygamai

HIPOTESIS

Algunas cepas de Trichoderma sp. son capaces de controlar al patdgeno de sorgo F. nygamai.



MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacion

Las cepas de F. nygamai se aislaron de plantas de sorgo dulce que presentaban sintoma de
fusariosis. Para ello se colocaron 4 fragmentos de hojas de sorgo con sintoma de forma
equidistante en una caja de Petri con un algodén humedecido (camara humeda) y se incubaron

a temperatura ambiente durante 7 dias.

Por otro lado, se realiz6 una desinfeccion superficial de hojas de sorgo. Para ello se
fragmentaron las hojas en trozos de 5mm de largo, luego se sumergieron durante un minuto en
alcohol 70% y durante dos minutos en hipoclorito de sodio 0,4%, por ultimo se realizaron dos
enjuagues con agua destilada estéril. Se colocaron 10 fragmentos en una caja de Petri de 9cm
de didmetro conteniendo medio de cultivo PDA (potatoe-dextrose-agar) y se incubd a 259C, en

alternancia de luz oscuridad, durante 7 dias.

En ambos casos todas las cepas de Fusarium que emergieron se transfirieron a cajas de Petri de
4.5cm de didmetro conteniendo medio de cultivo PDA y se incubaron durante 7 dias a 252C en

alternancia de luz oscuridad. Se obtuvieron cultivos puros de cada aislamiento.

Las cepas de Trichoderma se aislaron de muestras de suelo. Para ello se colocaron 10g de la
muestra de suelo en un matraz con 90 ml de agua destilada estéril. Luego se realizaron dos
diluciones consecutivas de 1 en 10. Se sembraron en superficie 0,5ml de cada dilucidén en cajas
de Petri de 9cm de didmetro conteniendo medio de cultivo PDA-Chloramphenicol 0.01% vy se
incubaron durante 4 dias a 252C en alternancia de luz oscuridad. En base a las caracteristicas
macroscopicas se efectuaron aislamientos de las colonias de Trichoderma en cajas de Petri de
4.5cm de didmetro conteniendo medio de cultivo PDA y se incubaron durante 4 dias a 252C en

alternancia de luz oscuridad. Se obtuvieron de esta forma cultivos puros de cada aislamiento.

Los aislamientos de Trichoderma spp. y Fusarium. spp. se conservaron en tubos con medio PDA

a 52C y se ingresaron a la coleccidn del Laboratorio de Micologia. Las cepas de Trichoderma se




guardaron en crioviales con agua destilada estéril a 52C y las de F. nygamai en crioviales con

agua-glicerol (10%) a -802C.

Para la identificacién de Fusarium se utilizaron los criterios de Burguess & Trimboli (2006). Las
cepas de Trichoderma se identificaron siguiendo la clave de Gams & Bissett (1998) y la clave de

Samuels (http://nt.ars-grin.gov/ taxadescriptions/ keys/ Trichodermalndex.cfm).

Los aislamientos de Fusarium spp. se sembraron en cajas de Petri de 4.5cm de diametro
conteniendo medio de cultivo_Carnation Leaf Agar (CLA) para una mejor observacién de sus
estructuras reproductoras. Los cultivos de Fusarium spp. realizados en PDA se utilizaron para
observar las caracteristicas macroscopicas para la identificacion de las especies. Esas
caracteristicas fueron: color, forma y textura de la colonia, color del envés de la colonia. En el
caso de Trichoderma spp. se observo: color, forma y textura de la colonia, color del envés,
formacidon de grumos, color de los conidios y ubicacién de la conidiogenesis en la colonia,
presencia de exudados, de pigmentos difusibles y produccién de metabdlitos volatiles con

aroma a coco.

Tanto para Fusarium como para Trichoderma las caracteristicas micromorfolégicas de los
distintos aislamientos, observadas en microscopio dptico, fueron: tipo de conidiogenesis y
disposicion de los conidios, color, tamano y forma de los conidios y célula conidiégena y

presencia/ausencia de clamidosporas.

La identidad de las cepas de Trichoderma se confirmd mediante métodos moleculares por

comparacion de la secuencia de ADN de la region ITS.

El ADN se extrajo a partir de cultivos puros en PDA segun el método de Lee & Taylor (1990). Se
raspo el micelio con bisturi estéril y se colocé en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se agregaron
400 pl de buffer de lisis [Tris HCL 50mM pH 8, EDTANa, 50 mM, SDS 0,3%] y 5 ul de proteinasa K

2% (p/v). Se realizd la lisis mecanica con un machacador plastico estéril. La muestra se incubd a



602C durante 30 minutos. Se agregaron 112 pl de NaCl 5M y 52 ul de CTAB 10X (CTAB 10%
(p/v), Tris HCI 100 mM pH 8, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, B-mercaptoetanol 0,2% (v/v)). Se incubd
a 652C durante 10 minutos. Se agregaron 570 pl de cloroformo — alcohol isoamilico (24:1, v/v),

se agitd enérgicamente y se incubd a -202C durante 30 minutos.

Para la amplificacion mediante PCR de la regidn ITS, se utilizaron los primers ITS4 e ITS5 (Tabla
1). Los pardametros de ciclado fueron los siguientes: un ciclo de desnaturalizacién inicial a 94eC
durante 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalizaciéon (30 segundos a 942C), hibridacion (30
segundos a 502C) y extensién (1 minuto a 722C); seguidos de un ciclo de extensién final de 4

minutos a 722C.
La amplificacion se realizé en un termociclador Corbett Research.

En todos los casos la mezcla de la reaccion contenia: 5 pl de Buffer 10X, 5 pl de dNTPs (2,5 mM),
1,5 ul de MgCl, (50mM), 1 ul de primer ITS4 (10 mM), 1 ul de primer ITS5 (10 mM), 0,5 ul de
Taq polimerasa, 32 pl de agua y 4 ul de la muestra de ADN (50 ul de volumen final). El control
negativo se realizé utilizando la misma mezcla pero sin agregado de ADN vy el control positivo se

realizo utilizando una muestra que dio positiva en una reaccién de PCR previa.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa 1% en buffer TBE 1X tefiidos con
bromuro de etidio y bajo luz UV en transiluminador. Como marcador molecular se utiliz6 DNA

mass ruler 100pb (Fermentas).

Tabla 1. Primers utilizados en las PCRs.

Primer Secuencia (5' —» 3') Referencia
ITS4 tcctecgcttattgatatge White et al. (1990)
ITS5 ggaagtaaaagtcgtaacaagg White et al. (1990)

Los productos de PCR, fueron secuenciados en MACROGEN, Corea. Las secuencias obtenidas

fueron alineadas contra las secuencias presentes en la base de datos de GenBank y de
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International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy, utilizando Ia

herramienta Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Cultivos monospdricos

Se realizaron cultivos monospodricos de los aislamientos de Fusarium nygamai. Para ello, se
resuspendieron las esporas de un cultivo puro en un tubo con agua destilada estéril. Luego se
colocé una gota de esta suspensién entre un porta y un cubreobjetos y se observd al
microscopio Optico, de forma de contar entre 7 y 10 conidios por campo de observacion. De no
obtenerse esta concentracion, se agregd mas cantidad de indculo en el caso de observar un
numero muy bajo de conidios, o se diluyé con agua en caso de tener un nimero muy alto de
conidios por campo de observacion. Luego se volcé la suspensiéon de esporas en una placa de
Petri de 9cm de didmetro conteniendo agar-agua 2%. Se dejo reposar un minuto para que se
adhieran los conidios al medio de agar-agua y se descarté el exceso de liquido. Para favorecer la
germinacion se incubd a 252C durante 24 hs en un plano inclinado. Luego en condiciones de
esterilidad y bajo microscopio estereoscépico se transfirié una espora germinada a una placa de

Perti de 4.5cm de didmetro conteniendo PDA y se incubd a 259C.
Se realizo por triplicado para cada cepa de F. nygamai.

Se utilizaron los cultivos monospdricos en todos los ensayos siguientes.
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Evaluacién de la capacidad antagdnica en cultivos duales

Para evaluar la capacidad antagdnica de Trichoderma spp. frente a F. nygamai se realizaron
cultivos duales enfrentando cada cepa de F. nygamai (2 cepas) con cada una de las 12 cepas de

Trichoderma seleccionadas.

A partir de cada cultivo puro de Trichoderma sp. se corté un disco con sacabocado del borde de
la colonia (zona en crecimiento activo) y se colocé en una caja de Petri de 9cm de diametro
conteniendo medio de cultivo PDA. Por otro lado se corto un disco con sacabocado del borde
de la colonia de un cultivo puro de F. nygamai y se colocé a una distancia de 2cm del disco con

Trichoderma sp. (Figura 1). Se incubo a 252C en alternancia de luz oscuridad.

El control se realizé colocando en una caja de Petri conteniendo medio de cultivo PDA un disco

con F. nygamai.

Se midid el radio de crecimiento de F. nygamai en la zona de enfrentamiento cada 24hs

durante 3 dias. Se calculd el porcentaje de inhibicién como:

I= [(F x 100)/C] — 100 , siendo F: la media de los didmetros de las colonias de F. nygamai

probadas con el antagonista potencial y C: la media de los didametros de las colonias control.

Los ensayos se realizaron por triplicado.

Figura 1. Crecimiento de F. nygamai en cultivos duales

(izquierda) y control (derecha)
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Con el fin de evaluar el tipo de interaccién a nivel del micelio, se realizaron preparados de la
zona de contacto y se observé al microscopio éptico el aspecto de las hifas. Para ello, bajo
condiciones asépticas, se utilizo cinta scotch, y se tomaron muestras en tres puntos cercanos a
la zona de interaccidén entre las colonias. Cada muestra se colocd entre un porta y un cubre

objeto con una gota del colorante lactofenol-azul de algoddn.

Para evaluar la viabilidad de ambos micelios en la zona de interaccidn se recorté una pequeia
porcion de los micelios en dicha zona y también a cada lado de la misma (Figura 2). Cada
muestra obtenida se inoculd en medio fresco PDA en una caja Petri de 4.5cm de didmetro. Se

evalud el crecimiento de uno o de ambos micelios.

Figura 2. Muestras tomadas en la zona de interaccion:

1- F. nygamai, 2- zona de interaccién y 3 — Trichoderma sp.

Evaluacion de la actividad de los metabolitos volatiles

Para evaluar la inhibicién en el crecimiento de F. nygamai por el efecto de metabolitos volatiles
producidos por Trichoderma spp. se realizd la metodologia sugerida por Dennis & Webster

(1971b).

A partir de un cultivo puro de Trichoderma sp. se cortd un disco con sacabocado del borde de la
colonia y se colocé en el centro de una caja de Petri de 9cm de didmetro conteniendo medio de

cultivo PDA. Se incubd a 259C durante 48 hs. Por otro lado se cortd un disco con sacabocado del
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borde de la colonia de un cultivo puro de F. nygamai y se colocé en el centro de una caja de
Petri de 9cm de didametro conteniendo medio de cultivo PDA. Se incubd a 252C durante 24hs.
Luego se coloco la base de la caja de Petri conteniendo Fusarium nygamai sobre la base de la
caja de Petri conteniendo Trichoderma sp. Se sellaron ambas bases enfrentadas con parafilm y

se incubd a 259C con alternancia de luz oscuridad (Figura 3).

El control se realizdé colocando un disco conteniendo F. nygamai en el centro de una caja de

Petri de 9cm de didmetro con medio PDA.

Se midié el radio de crecimiento de F. nygamai cada 24hs durante 4 dias. Los enfrentamientos y

el testigo se realizaron por triplicado.

Figura 3. Cajas enfrentadas conteniendo
Trichoderma sp. (abajo) y F. nygamai (arriba).

Evaluacidn del efecto antagdnico de Trichoderma spp. sobre F. nygamai en sorgo

Para evaluar la germinacion de las semillas, se realiz6 una desinfeccion superficial
sumergiéndolas un minuto en alcohol 80%, dos minutos en hipoclorito de sodio 4% vy
enjuagando con agua destilada estéril. Luego se las colocd en cajas de Petri de 9cm con medio
agar-agua 2%. Se repartieron 10 semillas sin agregados por caja, 10 semillas con adherente
comercial A.D.Cell, 10 con una suspension de conidios de dos cepas de F. nygamaiy 10 con una

suspension de Trichoderma sp. (Figura 4).
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Las semillas se sumergieron en una suspensién de 10° esporas/ml de F. nygamai o en una

suspensién de 10° esporas/ml de Trichoderma sp., seglin correspondiera. La concentracion de

esporas se determiné contando en camara de Neubauer.

Todos los los ensayos se realizaron por quintuplicado.

Figura 4. Disposicion de las semillas de
sorgo dulce en la caja de Petri.

El peletizado se realizd mezclando semillas con adherente A.D.Cell y una suspension de 10

6

esporas/ml de Trichoderma sp. Las semillas peletizadas con Trichoderma sp. se colocaron en

tubos con agar-agua 2% y se agregaron 100ul de una suspensién de 10° esporas/ml de F.

nygamai. Los controles se realizaron colocando semillas peletizadas con Trichoderma en tubos

con agar-agua pero sin agregado de Fusarium y semillas sin Trichoderma sp. con el agregado de

la suspension de Fusarium. Semillas sin agregados y semillas con adherente fueron utilizadas

como testigo (Figura 5).

Se utilizaron 10 tubos por tratamiento que fueron incubados a 252C durante 20 dias. Al cabo de

los cuales se describio la sintomatologia que presentaban las plantulas.
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Figura 5. Semillas en tubos tiempo 0 (izquierda) y luego de 20 dias (derecha)

Se realizé una desinfeccion superficial de las plantas con los tratamientos que contenian solo
Fusarium y Trichoderma + Fusarium. Los diferentes drganos de las plantas se cortaron en
fragmentos y se sumergieron (por separado) en alcohol 70% durante 1 minuto, en hipoclorito
de sodio 0,4% durante 2 minutos, se enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron en
papel de filtro estéril. Los fragmentos de cada planta se inocularon en una caja de Perti de 9cm
de diametro conteniendo PDA (1caja: 1planta) y se incubaron durante 72 hs a 252C, con el fin

de reaislar los hongos (Figura 6).

Para determinar si los resultados obtenidos eran independientes de los tratamientos realizados

se utilizo el Test de Fisher (H,: los tratamientos no afectan los resultados).

Figura 6. Disposicién de los fragmentos de 1
planta de sorgo en la caja de Perti.
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RESULTADOS

Aislamiento e identificacion

Las cepas de Fusarium se aislaron de hojas incubadas en Cdmara himeda y de segmentos de

hoja con sintoma inoculados en PDA. Las 12 cepas de Trichoderma se aislaron de suelo fresco.

Del total de cepas de Fusarium sp. dos correspondian a F. nygamai (F4 y F5). En la Tabla 2 se
encuentran las especies de Trichoderma identificadas. El cddigo de acceso del genBank
corresponde al de la especie de la base de datos que mostré mayor homologia de secuencia

con la especie en estudio.

Tabla 2. Especies de Trichoderma identificadas, porcentaje de similitud y nimero de acceso al GenBank.

N2
cepa Identificacion morfoldgica Identificacion molecular  Query coverage Maxima identidad N2 acceso
3 Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride 100% 100% JX436466
6 Trichoderma harzianum Trichoderma asperellum 100% 98% JQ617302
8 Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride 99% 100% JX436466
15 Trichoderma virens Trichoderma virens 100% 100% Q040400
21 Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride 100% 100% JX436466
31 Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride 100% 99% I1X421707
38 Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride 100% 100% IX273472
40 Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride 100% 93% JF694930
47 Trichoderma viride Trichoderma viride 100% 100% HQ259986
48 Trichoderma atroviride Trichoderma asperellum 100% 100% 1X465482
49 Trichoderma virens Trichoderma virens 100% 98% JQ973614
51 Trichoderma atroviride Trichoderma atroviride 100% 99% JX421707
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Evaluacién de la capacidad antagdnica en cultivos duales

Las Figuras 7a y b muestran el crecimiento de F. nygamai frente a las 12 cepas de Trichodema.
Todas las cepas de Trichoderma mostraron capacidad para reducir la velocidad de crecimiento

de F. nygamai.

Trichoderma spp.vs Fusarium 5

Crecimiento (cm)

I T s TN S B W RN A

Cepas de Trichoderma spp.

b Trichoderma spp.vs Fusarium 4

Crecimiento (cm)

A I A

Cepas de Trichoderma spp.

Figura 7. Crecimiento de F. nygamai en cultivos duales con las 12 cepas de
Trichoderma y control. a: cepa F5 de F. nygamai y b: cepa F4 de F. nygamai.

El porcentaje de inhibicidn de todas las cepas de Trichoderma fue mayor frente a la cepa F5 de
F. nygamai (Tabla 3). Las cepas de T. atroviride 3 y 21 presentaron mayor actividad antagdénica
frente la cepa de F. nygamai F5 (68.7% y 73,1%, respectivamente). La cepa 6 de T. asperellum y
la cepa 21 de T. atroviride fueron las mas activas frente a la cepa F4 de F. nygamai (62,7%). Las
cepas menos activas fueron la 8 (T. atroviride) frente a la cepa F5 y la 49 (T. virens) frente a la

cepa F4 de F. nygamai.
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Tabla 3. Porcentaje de la inhibicion del crecimiento de las cepas de F. nygamai

(F5 y F4) enfrentadas a las distintas cepas de Trichoderma spp., a las 72 hs de

inoculado.

% Inhibicion
Cepas
F5 F4

3 68,7 45,1

58,2 62,7

47,8 54,9
15 58,2 51,0

73,1 62,7
31 65,7 54,9
38 62,7 56,9
40 55,2 52,9
47 62,7 51,0
48 56,7 49,0
49 56,7 39,2
51 55,2 43,1

En la Tabla 4 se muestran las interacciones que ocurrieron entre las 12 cepas de Trichoderma y

las dos cepas de F. nygamai. Algunas cepas de Trichoderma (6, 8, 21, 31, 38 y 40)

sobrecrecieron y esporularon sobre el micelio de F. nygamai. Otras redujeron el crecimiento de

F. nygamai parcialmente, rodeando la colonia y creciendo el micelio en forma sumergida por

debajo de la misma (3, 47, 48 y 51). Finalmente las cepas 15 y 49 de T. virens presentaron una

inhibicion mutua “dead lock” con F. nygamai (Figura 8a, b, cy d).

Tabla 4. Interaccion entre cepas de Trichoderma spp. y F. nygamai

Cepas de Trichoderma

Interaccidn

3 8 15 21 31 38 40 47 48 49 51
Sobrecrecimiento - + - + + + + - - - -
Inhibicidn sin sobrecrecimiento | + - - - - - - + + - +
Inhibicién mutua - - + - - - - - - + -
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Figura 8. Interaccidn entre Trichoderma spp. y F. nygamai. a: Control (F5), b:
Trichoderma sp. sobrecrece a F. nygamai (F4 vs T21), c: Trichoderma sp. rodea al
micelio de F. nygamai (F5 vs T3) y d: Trichoderma sp. y F. nygamai se inhiben
mutuamente- “dead lock” (F4 vs T49).

En la mayoria de enfrentamientos en donde se observd sobrecrecimiento se obtuvo
Unicamente Trichoderma spp. en las tres zonas analizadas (Figura 9a). Sin embargo en los
enfrentamientos de las cepas 8, 31, 38 y 40 de T. atroviride con la cepa F5 de F. nygamai se
aislaron ambos hongos de la zona de crecimiento de F. nygamai y de la zona de interacciéon

(Figura 9b).

En los enfrentamientos que Trichoderma spp. inhibié sin sobrecrecimiento a la colonia de F.
nygamai se aislé tanto Trichoderma como Fusarium a partir de la zona de interaccion. Cuando
se aisl6 de la zona de crecimiento de Fusarium también estaba presente el micelio de

Trichoderma sp. en forma de micelio sumergido (Figura 9c).

En los enfrentamientos que hubo inhibicidn mutua se aislé Fusarium de la zona
correspondiente a la colonia de F. nygamai. En cambio de la zona de interaccién se aislé tanto

Trichoderma sp. como F. nygamai (Figura 9d).
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Figura 9. Recuperacion de Trichoderma spp. y F. nygamai en la zona de interaccién y a cada
lado de la misma. a: cepa F4 de F. nygamai y cepa 21 de Trichoderma, b: cepa F5 de F.
nygamaiy cepa 31 de Trichoderma, c: cepa F4 de F. nygamai y cepa 3 de Trichoderma d: cepa
F4 de F. nygamaiy cepa 49 de Trichoderma

En los casos en que hubo sobrecrecimiento se observaron numerosas clamidosporas de
Trichoderma en la zona de interaccién (Figura 10a). Cuando Trichoderma rodeé a F. nygamai se
observé en la zona de interaccion las hifas de ambos hongos entremezcladas, siendo las mas
delgadas de F. nygamai y las mas anchas de Trichoderma (Figura 10b). Cuando hubo inhibicion
mutua los micelios tuvieron las caracteristicas de las colonias de ambos hongos, micelio, fidlides

y conidios de Trichoderma (Figura 10c) y micelio y microconidios de F. nygamai (Figura 10d).
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Figura 10. Micelio de F. nygamaiy Trichoderma sp. en las distintas
interacciones. a: clamidosporas y micelio de Trichoderma sp., b: micelio de
Trichoderma sp. y F. nygamai entremezclado, ¢: micelio y conidios de
Trichoderma sp. y d: micelio y microconidios de F. nygamai.

Evaluacion de la actividad de los metabolitos volatiles

La mayoria de las cepas de Trichoderma evaluadas mostraron una débil reduccién del
crecimiento sobre ambas cepas de F. nygamai. En la Tabla 5 se observa que la cepa 21 de T.
atroviride fue la que mostré una mayor actividad (Figura 11) y la de menor actividad
correspondié a la cepa 49 (T. virens) frente a la cepa F4 de F. nygamai. En el caso de los
enfrentamientos de la cepa de F. nygamai F5 frente a la cepa 48 de T. asperellum y 51 de T.

atroviride el crecimiento fue mayor o igual al control.

22



Tabla 5. Porcentaje de la inhibicidn del crecimiento de las cepas de F. nygamai
(F5 y F4) expuestas a los metabolitos volatiles producidos por las distintas cepas
de Trichoderma spp., a las 96 hs de inoculado. * se observé un crecimiento
mayor o igual al control.

% Inhibicién

Cepas

F5 F4
3 16.3 7.3
6 1.5 4.9
8 3.1 6.1
15 1.5 7.3
21 19.5 20.6
31 16.3 13.4
38 6.4 12.2
40 14.6 9.7
47 3.1 7.3
48 * 8.5
49 16.3 1.3
51 * 7.3

Figura 11. Crecimiento de la cepa F5 de F. nygamai enfrentada con la cepa
21 de Trichoderma (derecha) y control (izquierda), a las 96 hs de inoculado.

Las Figuras 12a y b muestran las respuesta del crecimiento de F. nygamai frente a las 12 cepas

de Trichodema.
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Figura 12. Crecimiento de F. nygamai enfrentado con las 12 cepas de Trichoderma y control,
a las 96 hs de inoculado. a: cepa F5 de F. nygamai y b: cepa F4 de F. nygamai.

Evaluacidn del efecto antagdnico de Trichoderma spp. sobre F. nygamai en semillas de sorgo

Se seleccionaron las cepas de T. atroviride 8 y 21 y la cepa 6 de T. asperellum, en base a la

efectividad para controlar el crecimiento de F. nygamai (F4 y F5) in vitro.

La Tabla 6 muestra los porcentajes de germinacion de semillas de sorgo tratadas con las cepas
de Trichoderma seleccionadas, con F. nygamai y sin tratar. Las semillas sin tratamiento
presentan un porcentaje de germinacién de 90%, ligeramente superior al resto de las semillas
tratadas. No se encontraron diferencias entre el porcentaje de germinacién de las semillas con

adherente mas Trichoderma o Fusarium.
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Tabla 6. Porcentaje de germinacion de las semillas con los
distintos tratamientos.

%
Tratamiento Germinacion Desvio
Semillas 90 0.82
semillas + adherente 78 1.26
semillas + T6 70 1.73
semillas + T8 75 1.16
semillas + T21 80 1.22
semillas + F4, 5 76 1.14

El 100% de las plantulas tratadas con F. nygamai (F4 y F5) presentaban sintoma. Como se
observa en la Tabla 7, tanto el adherente comercial utilizado como el tratamiento con la cepa 6
de T. asperellum no producen dafios a las plantulas. Sin embargo la cepa 8 y la 21 de T.
atroviride afectaron la sobrevida de las plantulas de sorgo, observandose un 40% y un 60% de
plantulas enfermas, respectivamente. Los tratamientos con las cepas seleccionadas 6 y 21
controlaron moderadamente la patogenicidad de F. nygamai, pero la cepa 21 de T. atroviride

afectd el desarrollo normal de las plantulas (Figura 13).

El test de Fisher mostré diferencias significativas (P < 0.05) entre el tratamiento con F.
nyagamai y el tratamiento con la cepa de T. asperellum (6), indicando que el tratamiento con la
cepa 6 protegid a las plantulas de la infeccidn por F. nygamai (Anexo, Tabla 1).

Tabla 7. Porcentaje de semillas sanas y enfermas luego de los distintos
tratamientos. (*) Incluye plantulas muertas y con sintomas.

Tratamiento % Sanas  %Enfermas(*)
Semillas 80 20
S + adherente 90 10
S+T6 80 20
S+T6+F 50 50
S+T8 60 40
S+T8+F 10 90
S+T21 40 60
S+T21+F 30 70
S + Fusarium 0 100
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T 21+F

Figura 13. Plantulas de sorgo a los 20 dias de aplicados los distintos tratamientos. F:
F. nygamai, T6: cepa 6 de Trichoderma, T8: cepa 8 de Trichoderma y T21: cepa 21
de Trichoderma.
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La Tabla 8 muestra los porcentajes de recuperacién sobre medio de cultivo PDA tanto de
Trichoderma spp. como de F. nygamai a partir de las plantulas. EI mayor porcentaje de
aislamiento de Fusarium fue a partir de tallo, mientras que el porcentaje de aislamientos de
Trichoderma spp. fue mayor en raiz. En la Figura 14a se observan los segmentos del tallo de la
plantula de sorgo colonizados por F. nygamai y en la Figura 14b se observa el desarrollo de

Trichoderma sp. y en el extremo de uno de los segmentos el de F. nygamai .

Tabla 8. Porcentaje de recuperacion de Trichoderma sp. (T) y F.
nygamai (F) a partir de los distintos érganos de la planta.

. % Recuperacion
Organo - -
Raiz Tallo Hoja
Tratamiento T F T F T F
T6+F 56 22 | 33 56 89 44
T8 +F 100 50 | 50 100 | 50 100
T21+F 67 50 | 50 67 50 17
F.nygamai 0 50| O 83 0 50

Figura 14. Segmentos de las plantulas de sorgo en medio de cultivo
PDA. a: con F. nygamai (control) y b: con Trichodermay F. nygamai (T
21vs F4,5)
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DISCUSION

La identificacién molecular de las cepas de Trichoderma spp. aisladas coincidié con la realizada
en base a la morfologia, con excepcion de dos cepas (6 y 48). En estos casos seria conveniente,
para una correcta identificacién, el estudio de mds de un gen y la realizacion de arboles

filogenéticos para establecer correctamente las relaciones entre los aislamientos.

Cuando se realizaron los cultivos duales todas las cepas de Trichoderma spp. mostraron
capacidad para reducir la velocidad de crecimiento de las dos cepas de F. nygamai, siendo la
cepa 21 de T.atroviride la mas eficiente. La cepa 5 de F. nygamai mostré mayor sensibilidad
frente a Trichoderma spp. que la cepa 4, por lo que resulta importante evaluar el efecto

antagénico en mds de una cepa del patégeno.

Las cepas de Trichoderma de la misma especie mostraron diferencias en cuanto a la eficiencia
en la inhibicidn del crecimiento de F. nygamai. Lo mismo fue observado por Bettucci et al.
(1988), en ese trabajo los autores evaluaron el efecto antagdénico de varias especies de
Trichoderma sobre hongos de la podredumbre de madera. Asimismo Dennis & Webster (1971a)
en un estudio sobre propiedades antagonistas de Trichoderma spp. encontraron que diferentes
cepas de una misma especie presentaban distinto efecto antagdnico. Por lo que es
notoriamente importante evaluar varias cepas a fin de seleccionar aquella que presente el
mejor potencial como agente de control bioldgico. Ademas las cepas de Trichoderma spp.
mostraron un gradiente de actividad inhibitoria: desde la reduccion parcial del crecimiento

hasta la capacidad de sobrecreciemiento y esporulacidn sobre el micelio del fitopatdgeno.

En la mayoria de los casos que hubo sobrecrecimiento se aislé Unicamente Trichoderma spp. a
partir del frente de crecimiento de F. nygamai, esto podria deberse a la capacidad
micoparasitica de Trichoderma spp. Esta capacidad de Trichoderma spp. fue demostrada frente
a otros patogenos. Lupo et al. (2002) encontraron que T. harzianum y T. konigii mostraban la
habilidad de sobrecrecer a Sclerotium rolfsii y en numerosos trabajos se demostré la capacidad

micoparasitica de Trichoderma spp. sobre varios hongos (Harman et al., 2004).

28




La funcién de numerosas clamidosporas en el micelio de Trichoderma spp. en la zona de

interaccidn posiblemente se deba al estrés de la interaccién.

En los enfrentamientos con las cepas de T. atroviride 8, 31, 38 y 40 y la cepa F5 de F. nygamai,
si bien T. atroviride sobrecrecié a F. nygamai se aislaron ambos hongos a partir de la zona de
crecimiento de F. nygamai. Este hecho revela que ninguno de los hongos interactuantes fue

capaz de inhibir completamente al otro.

En los casos que Trichoderma spp. roded la colonia de F. nygamai se aislaron ambos hongos a
partir del frente de crecimiento de F. nygamai, indicando que el micelio de Trichoderma spp.
crecio de forma sumergida por debajo de la colonia de F. nygamai. En la zona de interaccioén las
hifas de ambos hongos se encontraban entremezcladas y las de F. nygamai estaban vacuolazas,
este hecho también fue observado por Dubey et al. (2007) al estudiar la interaccién entre

especies de Trichoderma y Fusarium oxysporum f. sp. ciceris.

En las cepas de T. virens que presentaron una inhibicion mutua “dead lock” con F. nygamai, se
aislaron ambos hongos de la zona de interaccion y Unicamente Fusarium de la zona
correspondiente a la colonia de F. nygamai y se observd que los micelios no presentaban
modificaciones. Esto probablemente se deba a la inhibicién del crecimiento de ambos micelios
mediada por metabolitos difusibles dado que ambos hongos no entraron en contacto. La
intensidad de la interaccion dependeria de la cantidad de metabolitos producida. Lo mismo fue
observado en el estudio sobre interacciones interespecificas de hongos asociados a

podredumbre de madera realizado por Bettucci & Silva, 1992.

Los metabolitos volatiles de Trichoderma spp. produjeron una débil reduccién del crecimiento
de ambas cepas de F. nygamai, siendo la cepa 21 de T.atroviride la que mostré mayor actividad.
Estos metabolitos son importantes en el ambiente del suelo por su actividad fungistatica

(Watson & Ford, 1972)

El crecimiento de la cepa 5 de F. nygamai frente a la cepa 48 de T. asperellum y 51 de T.

atroviride fue mayor o igual al control. Denis & Webster (1971b) observaron una gran
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variabilidad en la capacidad de produccion de metabolitos volatiles entre cepas del género
Trichoderma, por lo que podria esperarse gran variacion en el efecto de estos metabolitos
sobre los organismos blanco. Otros autores (Camporota 1985; Papavizas & Davey, 1962) han
observado que algunos hongos son tolerantes e inclusive se ven estimulados por algunos de los

metabolitos volatiles también producidos por Trichoderma spp.

La cepa de T. asperellum (6) fue la Unica que protegid a las plantulas de la infeccién por F.
nygamai. Cabe destacar que la cepa 21 de T. atroviride fue la mas eficiente en los ensayos in
vitro pero cuando los ensayos se realizaron sobre plantulas, afectd la sobrevida de las mismas.

Lo cual impediria su utilizacion como agente de control biolégico.

La recuperacién sobre medio de cultivo PDA tanto de Trichoderma spp. como de F. nygamai a
partir de las plantulas refleja la efectividad de la de inoculacion. Esto indicaria que el paletizado

con esporas puede ser una estrategia para el control de la enfermedad en cultivos.

La recuperacion de F. nygamai de los segmentos de tallo y hoja de las plantulas fue menor
cuando las semillas fueron tratadas con las cepas de Trichoderma 6 y 21. Esto concuerda con la
capacidad de estas cepas como antagonistas de F. nygamai. El mayor porcentaje de aislamiento
de Fusarium fue a partir de tallo, mientras que el porcentaje de aislamientos de Trichoderma
spp. fue mayor en raiz. Efectivamente esos son los érganos naturales de colonizacion de ambos

hongos.

Seria interesante probar mas cepas de Trichoderma dada la baja eficiencia que se encontré con
las cepas evualuadas y la gran variabilidad en el efecto antagdnico que presentan las distintas

cepas de Trichderma spp.
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ANEXO

Medios de cultivo

Agar —agua
-20g. agar

-1 1. agua destilada

Potatoe-dextrose-agar (PDA)

- 250 g. de papa blanca hervida

-20g. agar

- 20 g. dextrosa

-1 1. agua destilada

Carnation Leaf Agar (CLA)

-20g. agar

-11. agua

Se llenan cajas de Petri con medio agar-agua 2% y previo a la solidificacién del medio se colocan

4 fragmentos de hoja de clavel por placa. Las hojas de clavel deben previamente ser

deshidratadas en estufa a 60 2C durante 1hora y desinfectadas superficialmente: 2 minutos en

etanol 70%, 5 minutos en hipoclorito de sodio 1%, 2 enjuagues con agua destilada estéril y

secado en papel de filtro estéril.



Test de Fisher

Tabla 1. Comparacién de los tratamientos con F. nygamai y Trichoderma spp. en semillas mediante Test Fisher.

Tratamiento | Semillas S+ad S+T6 S+T6+F S+T8 S+T8+F S+T21 S+T21+F S+F
Semillas - 0.395 0.418 0.175 0.314 0.003 0.085 0.035 0
S+ad - 0.5 0.07 0.152 0.001 0.029 0.01 0
S+T6 - 0.175 0.314 0.003 0.085 0.035 0
S+T6+F - 0.315 0.07 0.5 0.325 0.016
S+T8 - 0.029 0.328 0.185 0.005
S+T8+F - 0.135 0.248 0.5
S+T21 - 0.5 0.043
S+T21+F - 0.105

S + Fusarium
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