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1. INTRODUCCION

La produccion de morron (Capsicum annuum L.) ocupa el décimo lugar
en cuanto a volumen de ingreso en el Mercado Modelo, y el sexto lugar segun
el monto comercializado en la produccion de hortalizas en Uruguay. Esta
produccion tiene como objetivo el abastecimiento del mercado interno, siendo el
volumen comercializado un 3,2% del total de frutas y hortalizas (MGAP. DIEA y
MGAP. DIGEGRA, 2016).

Cazzulo y Geraldi (2017) afirman que Sclerotium rolfsii es el agente
causal del 1.7% del total de muertes en plantas de morron en Uruguay,
afectando la base de tallos y el sistema radicular. En horticultura el manejo
convencional es el mas utilizado, basandose en el uso de fungicidas para el
control de la mufa por Sclerotium. No existen productos disponibles que
permitan un control eficiente de este patdégeno. Por otro lado existe una
tendencia en el mundo a disminuir la utilizacion de productos de sintesis
qguimica por su efecto negativo en el ambiente y los residuos que permanecen
en los productos finales.

Microorganismos utilizados en control biolégico, han mostrado resultados
positivos en el manejo de enfermedades de cultivos horticolas. Trichoderma
spp. es el agente de control biolégico mas utilizado, empleandose en diversos
patosistemas. El antagonista, presenta la capacidad de competir por espacio,
nutrientes y la colonizacion de diferentes ambientes. Asimismo permite la
proteccion contra infecciones al sistema radical y la resistencia a metabolitos
toxicos en respuesta a la invasién de un organismo extrafio. Castro y Revilas,
citados por Candelero et al. (2015) afirman que dicha capacidad también tiene
un efecto inductor sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido a la
formacion de sideréforos de hierro, y la presencia de hormonas reguladoras de
crecimiento que actian como estimulantes en tejidos meristematicos primarios
en partes jovenes.

En Uruguay, hay escasos antecedentes de investigaciéon sobre los
agentes de biocontrol para el control de enfermedades producidas por
patdgenos de suelo.

En este contexto, se plantea como objetivo evaluar diferentes cepas de
Trichoderma spp., en el control de la mufa por Sclerotium en morrén y su efecto
en la promocién del crecimiento.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EL CULTIVO DE MORRON (Capsicum annuum)

El género Capsicum es originario del continente americano y se identifica
a México como su centro de origen. Contiene alrededor de 25 especies, siendo
los Capsicum mas cultivados: C. annuum L., C. frutescens L., C. pendulum
Willd., C. pubescens R. & P. En Uruguay, la especie preferentemente cultivada
es Capsicum annuum (FAO, 2009).

En Uruguay se cultivan hortalizas en todo el territorio, aunque la
produccién comercial se concentra fundamentalmente en dos zonas: sur
(Montevideo, Canelones y San Jose) y litoral norte (Salto y Bella Union, MGAP.
DIEA y MGAP. DIGEGRA, 2015b, 2016).

La produccion horticola en el sur del Uruguay comprende 7.974
hectareas de cultivo a campo y 281 hectareas de cultivo protegido. El
rendimiento total obtenido es de 91.9 mil toneladas y 14.5 mil toneladas
respectivamente. Los principales cultivos son: tomate, cebolla, boniato,
zanahoria, morron y zapallo kabutia. Los cultivos de tomate y morron son los
principales cultivos de hortalizas de fruto en el pais, con una superficie
destinada en la zona sur de 507 hectareas en la produccibn a campo y
protegido (MGAP. DIEA y MGAP. DIGEGRA, 2015). Segun las encuestas
horticolas (MGAP. DIEA y MGAP. DIGEGRA, 2016), la produccién de morrén
en 2016 fue estimada en 14,5 mil toneladas (rendimiento promedio de 9 kg/m?),
destacando que la zona litoral norte es la principal proveedora de este producto
con el 73% de la oferta, a partir de cultivos protegidos con produccién en
invierno y primavera.

2.2ENFERMEDADES DEL MORRON ASOCIADAS A PATOGENOS DE
SUELO

La muerte de plantas de morrén se asocia generalmente a patdogenos de
suelo. Los mas importantes son Phytophthora capsici, Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani, Verticillium spp., Sclerotium rolfsii y Meloidogyne spp.
(Pernezny et al., 2003).

Cazzulo y Geraldi (2017) indicaron que de 35.079 plantas relevadas en
cultivos protegidos de morrén en la zafra 2015/2016, 10.2% murieron. Los
principales agentes asociados a esto fueron Phytophthora spp. (3.2%),
Sclerotium rolfsii (1.7%), Meloidogyne spp. (3.8%) y Fusarium spp. (1.1%).



2.2.1 Mufa causada por Sclerotium rolfsii (Sacc.)

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo fitopatdogeno habitante del suelo, con
un amplio rango de huéspedes, se conocen alrededor de 500 hospedadores en
los que causa podredumbres de raiz y cuello (Gonzélez, 2013). Su distribucion
es mundial, con mayor presencia en las regiones tropicales y subtropicales.
Ataca plantulas, plantas herbaceas, plantas lefiosas, raices carnosas, bulbos o
frutos en contacto con el suelo (Aycock, 1966).

Los primeros sintomas aparecen en las zonas de las plantas en contacto
con el suelo. Inicialmente se observan zonas de tejido de color marrén que
evoluciona a una podredumbre blanda, acuosa. La zona afectada se extiende
hacia arriba por el tallo y hacia abajo por las raices. Posteriormente sobre la
zona afectada se observa aparicion de micelio blanco y sobre éste la formacién
de esclerotos esféricos. Como sintomas secundarios las plantas afectadas
muestran amarillamiento de las hojas y marchitez debidas a la obstruccién del
transporte de agua y nutrientes. Finalmente la planta se muere.

S. rolfsii integra la division Basidiomycete, perteneciente a la clase
Hymenomycetes, orden Aphyllochorales y el género Athelia (Agrios, 2007).

Su variabilidad morfolégica se ha demostrado a través de cultivos
monobasidiosporicos en Papa Agar Dextrosa (PDA) (Punja y Grogan, 1983);
ademas, se ha visto que los medios de cultivo y la temperatura pueden influir
tanto en la morfologia del micelio como en la produccion de esclerotos (Punja y
Damiani, 1996).

Produce dos tipos de hifas, unas grandes, rectas, con 1 o mas fibulas en
cada tabique (caracter distintivo para su identificacién al microscopio); y otras
finas sin conexiones (Pernezny et al., 2003). El micelio es abundante de color
blanco, velloso, ramificado y comunmente estéril (no produce esporas)
(Pernezny et al. 2003, Agrios 2007). Sobre el micelio, se producen esclerotos
(estructuras de resistencia), de color blanco al inicio pasando a color café
oscuro al final, siendo estos de tipo globosos o irregulares y compactos. A
menudo se encuentran en la médula de los tallos o pedicelos de las plantas
(Agrios, 2007).

El rango de temperatura para el crecimiento de hifas y produccion de
peso seco es de 8-40°C, dandose el maximo crecimiento y formaciéon de
esclerotos a 27-30°C. La tasa de crecimiento lineal de las hifas en medio agar
se da a 27-30°C y varia de 0,85 a 0,97 mm por hora, dependiendo del



aislamiento. Las bajas concentraciones de oxigeno limitan el crecimiento del
micelio, asi como también inhiben la formacion de los esclerotos, aunque se
desconocen los mecanismos presentes en esta inhibicion (Punja, 1985).

La luz continua, (especialmente la luz azul) aumenta la tasa de
crecimiento y formacion de esclerotos en cultivos de S. rolfsii comparado a
condiciones de oscuridad. Esto puede explicar la mayor presencia de esclerotos
en la superficie del suelo que en las capas mas profundas (Punja, 1985).

El patégeno crece, sobrevive e infecta los tejidos que estan proximos a la
superficie del suelo, debido a las temperaturas mas favorables, y al mayor
abastecimiento de sustancias organicas que el hongo utiliza para alimentarse y
quiza a que hay una menor competencia o antagonismo con otros organismos
del suelo (Agrios, 2007).

El patdgeno inverna en forma de esclerotos y micelio en los tejidos
infectados o restos de plantas. Las principales formas de diseminacion son a
través del agua, el suelo infestado, las herramientas contaminadas, las
plantulas de trasplante infectadas, o en forma de esclerotos mezclados con las
semillas (Agrios, 2007).

Una vez que se ha establecido en las plantas, el hongo avanza formando
micelio y esclerotos con gran rapidez, especialmente cuando la humedad y la
temperatura son Optimas. La masa de micelio mata y desintegra los tejidos
vegetales al secretar 4cido oxalico, enzimas pectinoliticas, celuloliticas y otras
enzimas. Los esclerotos del hongo aparecen generalmente en grandes
cantidades, adheridos a la base de los tallos de las plantas afectadas, junto con
masas de micelios (Agrios, 2007).

La fluctuacién de la temperatura puede afectar tanto la forma como el
tamafio de los esclerotos (Punja, 1985), mientras que su crecimiento se ve
favorecido por una alta humedad del suelo (Pernezny et al., 2003). Sin
embargo, segun Beute et al. (1981), el micelio de S. rolfsii muere rapidamente
en suelos humedos, pero sobrevive por al menos seis meses en suelos secos.

El pH del suelo afecta el crecimiento del patdogeno, dandose un
crecimiento Optimo con valores entre 3 y 5 e inhibiéndose la germinacién de los
esclerotos a pH mayores a 7 (Pernezny et al., 2003).



2.3 ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA MUFA

El control de la enfermedad resulta complejo, debido a que puede atacar
a un gran numero de especies de plantas (Jenkins y Averre, 1986) y produce
esclerotos que sobreviven en el suelo por muchos afios (Brown y Henry, 1980).
La severidad del atague de este hongo puede reducirse mediante practicas
culturales (Beebe, 1981), solarizacion (Jenkins y Averre, 1986), control quimico
(Punja et al., 1982) y control biologico (Wells et al., 1972).

2.3.1 Control cultural

La principal medida de manejo que se debe realizar es evitar dafios en
las plantas durante el cultivo, la eliminacién de plantas enfermas y generar un
amplio espaciamiento entre plantas para evitar follajes densos, para asi
disminuir la incidencia de S. rolfsii (Jenkins y Averre 1986, Pernezny et al.
2003).

Dado que S. rolfsii tiene un amplio rango de hospederos y puede
persistir en practicamente todo tipo de residuos de cultivos, la rotacién no es un
método de control efectivo o practico. Algunos cultivos no afectados por el
patébgeno, como el maiz, pueden mostrar resultados positivos cuando se
colocan dentro de la rotacion, ya que al bajar los niveles de inéculo, disminuye
la incidencia de la enfermedad en los afios subsiguiente (Punja, 1985).

2.3.2 Control fisico

La solarizacién del suelo, es un método de control fisico de patégenos,
gue se ha presentado como alternativa viable para diferentes cultivos afectados
con S. rolfsii. Consiste en cubrir el suelo, previamente humedecido a capacidad
de campo, con un plastico transparente durante el periodo de mayor radiacién
solar. Las temperaturas altas causan un aumento de compuestos organicos
solubles en los esclerotos, produciendo grietas en las superficies de estos,
resultando en mayor colonizacibn por antagonistas, y la consecuente
disminucion de la incidencia de la enfermedad en el cultivo (Ghini et al., 1997).



2.3.3 Control guimico

En las décadas de los 60 y 70 el control quimico paso6 a tener una gran
relevancia como método de control de plagas, basandose en la utilizacion de
sustancias de sintesis quimicas. Esto sucedié como consecuencia al bajo costo
de los insumos con relacion a los beneficios obtenidos, la disponibilidad de
producto, la facilidad de aplicacién, y la efectividad que se logra alcanzar.

El control de la mufa por Sclerotium se basa en la utilizacion de
fungicidas en altas dosis. Elad et al. (1980) comprobaron que el metam sodio
limita la incidencia de la enfermedad, por ser este compuesto téxico para los
esclerotos. A pesar de esto, su uso no es recomendado debido a que la
utilizacion de agrotéxicos para el control de enfermedades radiculares puede
ocasionar gran impacto en el medio ambiente, contaminando sabanas freaticas,
causando desequilibrios en las poblaciones microbianas en el suelo,
acarreando el surgimiento de nuevas razas de patdgenos o la aparicion de otros
que se mantenian en equilibrio (Schwan-Estrada et al., 2000)

2.3.4 Control biolégico

Las pocas alternativas encontradas para el control de la mufa por
Sclerotium, incentivan la busqueda de otros métodos efectivos y no
perjudiciales, que posibiliten un buen control de la enfermedad. Una opcion en
actual expansion, es el empleo de microorganismos antagonicos competitivos,
utilizados para proteger los cultivos de patdgenos fungicos del suelo. En
particular las especies del género Trichoderma son las mas utilizadas y
estudiadas (Stefanova et al. 1999, Stefanova 2000).

Los antagonistas contribuyen a la disminucion de dafios que causan las
enfermedades, en los agroecosistemas donde existan condiciones para su
desarrollo y conservacion. Para lograr este objetivo los microorganismos
beneficiosos presentan diferentes modos de accién que les permiten ejercer su
efecto biorregulador, ademas de la capacidad de multiplicarse abundantemente.
Estas caracteristicas son de suma importancia para su seleccibn como agentes
de control bioldgico (Fernandez, 2001).

En Uruguay, Folch y Baraibar (1995) lograron resultados positivos al
disminuir el nivel de ataque y la severidad de mufa por Sclerotium en ajo,
combinando aplicaciones de Trichoderma spp. con el fungicida Moncut.



2.4 DESCRIPCION Y CARACTERISTICAS DE Trichoderma spp.

El género Trichoderma ha sido estudiado durante mucho tiempo entre
otras cosas por su ubicuidad, facilidad de aislamiento y cultivo, rapido
crecimiento en muchos sustratos, control en un amplio rango de patdégenos,
accion como micoparasito, alta competencia por alimento y espacio y nula
capacidad para atacar plantas superiores (Papavizas et al. 1982, Villegas
2005).

Las especies fangicas pertenecientes al género Trichoderma se
encuentran como habitante natural de suelo y raices, con una amplia
distribuciéon en el mundo. Segun Martinez et al. (2013), las especies de este
género se encuentran ampliamente distribuidas por todas las latitudes, y se
presentan naturalmente en diferentes ambientes, especialmente en aquellos
gue contienen materia organica o desechos vegetales en descomposicion.

A las especies de Trichoderma en su gran mayoria son no se les conoce
su estado sexual (Howell, 2003). Cuando el estado sexual estd presente, se
clasifica como Hypocreales, Hypocreaceae, teleomorfo Hypocrea, los cuales
son hongos de la division Ascomycota, saprofitos que estan presentes en casi
todos los suelos y sobreviven en diferentes concentraciones de materia
organica, pero también pueden desarrollarse en otros habitats, encontrandose
sobre material organico en descomposicion, creciendo en madera muerta,
corteza, estiércol, otros hongos, materiales de construccion y animales,
demostrando gran oportunidad potencial y adaptacion a las diferentes
condiciones ecoldgicas (Grondona et al. 1997, Klein y Eveleigh 1998, Villegas
2005, Infante et al. 2009, Druzhinina et al. 2011).

Generalmente las colonias de Trichoderma inicialmente presentan color
blanco, que se tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa. El
micelio es ralo en su mayoria, y visto al microscopio es fino. Presentan
conidioforos complejos y ramificados en forma piramidal o cénica, dando origen
a estigmas, con extremos ahusados. Al microscopio, las fialides se observan
mas estrechas en la base que en la parte superior (Barnett y Hunter, 1982). Son
haploides y su pared esta compuesta por quitina y glucanos (Harman, 2000).

Presentan clamidosporas, las cuales pueden ser intercalares y en
ocasiones terminales. Las clamidosporas toleran condiciones ambientales
adversas, son estructuras de sobrevivencia y permiten que el hongo pueda
perdurar a traves del tiempo (Stefanova et al., 1999).

También las clamidosporas recién formadas presentan mas de 75% de
germinacion, bajo condiciones Optimas de humedad (> 75%) y temperatura (28-



30 "C). Debido a esto se dice, que las especies de Trichoderma produce tres
tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y conidios (Diaz, 1994).

2.5 Trichoderma spp. COMO AGENTE DE BIOCONTROL

El potencial de las especies del género Trichoderma como agente de
biocontrol fue registrado en la década de 1930 (Howell, 2003).

La capacidad como antagonista de Trichoderma es altamente variable.
Mihuta-Grimm y Rowe demostraron que las cepas nativas de un lugar son mas
efectivas que las introducidas. Esta capacidad depende de la especificidad de la
cepa y de sus modos de accion; es decir pueden existir aislamientos que sean
mas eficientes para el control de un patégeno que de otro; por tal motivo, la
especificidad debe ser evaluada (Martinez et al., 2008).

Martinez-Scott (2016), evalu6 el comportamiento antagonico de
Trichoderma spp. frente a Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Verticillium
dahliae y Phymatotrichopsis omnivora, cuatro patdégenos del suelo, concluyendo
qgue el uso de Trichoderma es una alternativa sustentable y eficiente para el
control de estos patégenos.

Arias y Duarte (2006), demostraron que las especies de Trichoderma
harzianum y koningii, logran aumentar significativamente el porcentaje de
germinacion de semillas de morrén a un 96%, respecto al porcentaje de
germinacioén del testigo sin antagonista, el cual fue de un 75%, en un sustrato
inoculado con S. rolfsii.

2.5.1 Mecanismos de acciéon de Trichoderma spp.

Trichoderma puede ejercer el biocontrol de hongos fitopatégenos
indirectamente, compitiendo por el espacio y los nutrientes, modificando las
condiciones ambientales, estimulando el crecimiento de las plantas y sus
mecanismos de defensa o produciendo antibioticos. También pueden realizar
ese biocontrol directamente, mediante micoparasitismo. Estos mecanismos
pueden actuar de forma coordinada y su importancia en los procesos de
biocontrol depende de la cepa de Trichoderma, del hongo al que antagoniza,
del tipo de cultivo y de condiciones ambientales tales como la disponibilidad de
nutrientes, el pH, la temperatura o la concentracion de hierro. La activacion de



cada uno de los mecanismos implica la produccion de metabolitos vy
compuestos especificos tales como factores de crecimiento de plantas, enzimas
hidroliticas, sideroforos, antibioticos y permeasas de carbono y nitrdgeno
(Benitez et al., 2004).

2.5.1.1 Competencia

Segun Ahmad et al. (1987) se define como el comportamiento desigual
de dos o mas organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes),
cuando la utilizacion de alguno de estos reduce la cantidad o espacio disponible
para los demés. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las
caracteristicas del agente de control biolégico como plasticidad ecoldgica,
velocidad de crecimiento y desarrollo, y por factores externos como tipo de
suelo, pH, temperatura y humedad.

La inanicion es la causa mas comun de muerte de los microorganismos,
por lo que la competencia por limitar los nutrientes da como resultado el control
bioldgico de los fitopatégenos fungicos (Chet et al., 1997).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrogeno, carbohidratos no
estructurales (azUcares y polisacaridos como almidén, celulosa, quitina,
laminarina, y pectinas, entre otros) y microelementos (Stefanova, 1999).

Trichoderma tiene una capacidad superior para movilizar y absorber los
nutrientes del suelo en comparacién con otros organismos. El uso eficiente de
los nutrientes disponibles se basa en la capacidad de Trichoderma para obtener
ATP del metabolismo de diferentes azlUcares, como los derivados de polimeros
muy difundidos en ambientes fungicos: celulosa, glucano y quitina, entre otros
(Chet et al., 1997).

2.5.1.2 Micoparasitismo

El micoparasitismo, es un proceso muy complejo que involucra eventos
secuenciales, que incluyen reconocimiento, atagque y posterior penetracion y
muerte del huésped, en el que generalmente estan implicadas enzimas
extracelulares tales como quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la
composicién y estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados.



Las especies de Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo
crecen quimiotrépicamente hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del
mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en ocasiones. La
degradacion de las paredes celulares del hospedante se observa en los estados
tardios del proceso parasitico (Carsolio et al., 1999), que conlleva al
debilitamiento casi total del fitopatogeno.

El desarrollo de cada etapa depende de los hongos involucrados, de la
accion biotrofica o necrotréfica del antagonista y de las condiciones
ambientales.

El crecimiento quimiotréficos es el crecimiento directo hacia un estimulo
quimico (Chet et al., 1994). En la etapa de localizaciéon del hospedante, se ha
demostrado que Trichoderma puede detectarlo a distancia y sus hifas crecen en
direccién al patdgeno como respuesta a un estimulo quimico (Infante et al.,
2009).

La segunda etapa es el reconocimiento. Diferentes cepas de
Trichoderma y de especies de hongos fitopatégenos han demostrado que éste
es efectivo s6lo contra patdgenos especificos. Bell et al. (1982) detectaron en
un ensayo de cultivo dual que Trichoderma puede tener una efectividad elevada
sobre un aislamiento de un patdégeno y tener un efecto minimo sobre otro
aislamiento de la misma especie.

Si la respuesta de reconocimiento es positiva las hifas de Trichoderma se
adhieren a las hifas del hospedante mediante la formacion de estructuras
parecidas a ganchos y apresorios, y se enrollan alrededor de éstas (Golgman et
al., 1994). Esta es la fase que anticipa el inicio de la actividad de enzimas
liticas.

En la dltima etapa se da la produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, gluconasas y proteasas, que degradan las
paredes celulares y posibilitan la insercion (Haram et al., 1996).

Elad et al. (1982) indican que los aislamientos de Trichoderma pueden

ser seleccionados como agentes de control bioldégico en base a su capacidad
para producir B-1,3-D glucanasa y quitinasa en presencia de quitina y glucano.
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2.5.1.3 Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de antibidticos o metabolitos téxicos
producidos por un microorganismo sobre otro sensible a estos.

Segun Vero y Mondino (1999) es deseable que la antibiosis no sea el
principal mecanismo de accion de un antagonista. Esto se debe a que, al igual
gue cuando se usan fungicidas sintéticos, existe el riesgo de aparicion de cepas
del patégeno resistentes al antibidtico.

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios
volatiles y no volatiles, inhibidores del desarrollo de otros microorganismos con
los que no hacen contacto fisico. En estas interacciones estan involucradas
enzimas liticas extracelulares, antibidticos y compuestos de bajo peso
molecular.

2.6 Trichoderma spp. COMO PROMOTOR DEL CRECIMIENTO

Candelero et al. (2015) reportaron que algunas cepas nativas de
Trichoderma spp. provenientes de patosistemas agricolas y silvestres
mostraron un efecto significativo en la promocion del crecimiento vegetal.
Efectos similares fueron informados por Danger et al. (2000) en Solanum
lycopersicum L. cuando evaluaron cepas nativas de Trichoderma spp. en
concentraciones de 5 x 10° esporas/mL. Se definieron incrementos de 9,87 a
11,39% en la altura de plantula con relacion al testigo sin la aplicacion de
inoculantes. Guigdén y Gonzélez (2004) observaron en C. annuum L. ganancias
del 38% en biomasa aérea con cepas nativas de Trichoderma spp. comparadas
con el testigo sin hongos fangicos. Ortufio et al. (2013) lograron un aumento del
volumen radical y la biomasa seca de Lactuca sativa L. de 67,5 y 82%,
respectivamente, usando filtrados de cepas de Trichoderma spp. productoras
de acido indolacético con dosis de 500 uL por planta. Contreras et al. (2009) en
plantas de Arabidopsis, tratadas con T. atroviride y T. virens obtuvieron
incrementos de cuatro a seis veces en el niumero de raices laterales y una
mayor actividad celular en el periciclo y el primordio de las plantas.

El efecto promotor del crecimiento en plantulas con las aplicaciones de
Trichoderma spp. se ha atribuido a la presencia de é&cido indolacético, que
actia como regulador de crecimiento, y de acidos organicos, que retienen
cationes y acidifican la rizosfera, lo cual solubiliza nutrientes para su absorcion
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por las plantas (Harman 2000, Valencia et al. 2005). La estimulacion del
crecimiento también se atribuye a la liberacion de estructuras quelatantes o
sideroforos que favorecen la asimilacion de iones como Ca, Fe2, Mn2, Cuy Zn

(Altomare, 1999).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en los afios 2017 y 2018, en el
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia, Universidad de la
Republica (Montevideo), en la estacién experimental Centro Regional Sur de
Facultad de Agronomia, y en el laboratorio ubicado en la Sociedad de Fomento
Rural de Los Arenales.

3.1 ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Se utilizaron 19 cepas de Trichoderma de la coleccion del laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia. Las cepas utilizadas fueron: TGC,
DL2, TRG, Tr35, TT no M, TR251, FB3, TCu, TA89, OL2, S30, TR45, LL1, T17,
VD1, P28, BEN, T46 y TL92.

La cepa de Sclerotium rolfsii que fue utilizada pertenece también a la
coleccién del laboratorio de Fitopatologia, extraida de cultivos de morrén.

3.2 CULTIVO DUAL

Para seleccionar las mejores cepas de Trichoderma, se desarrollaron
pruebas de antagonismo usando la metodologia de cultivo dual.

Se utilizaron cultivos puros de cada aislado de Trichoderma y de S.
rolfsii, lo que fueron sembrados en medio PDA e incubados a 25 °C durante 5y
7 dias respectivamente.

El cultivo dual se realiz6 en placas de Petri de 9 cm de didmetro,
conteniendo 20 ml de Agar Papa Dextrosa (PDA). Se coloco en la caja de Petri
un disco de agar de 5 mm de diametro con micelio de Sclerotium rolfsiiy a 5 cm
el disco de 5 mm con micelio de Trichoderma spp. (Howell, 2003).
Posteriormente, los cultivos se incubaron a 25+1 °C, haciéndose mediciones
cada 24 horas del crecimiento radial del micelio de los hongos.

Como testigo, se sembrd en una placa un disco de micelio de S. rolfsii y
el ensayo finalizé cuando el testigo cubrio la totalidad de la placa.
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3.2.1 Inhibicién de crecimiento radial

Al finalizar el ensayo de enfrentamiento dual, se midieron los radios de
crecimiento del patégeno y los antagonistas, con un calibre Kamasa
Professional (0-150 mm/0-6”, Suarez et al., 2008). Se evalu6 el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR), empleando la formula de Ezziyyani et al.
(2004), PICR = (R1 - R2)/ R1 x 100, donde R1 es el radio del patégeno testigo
(creciendo en ausencia del antagonista) y R2 es el radio del patégeno en
enfrentamiento.

3.2.2 Capacidad antagonica

Se realizaron observaciones macroscopicas de los cultivos duales,
concluido el ensayo, tomandose como indice de micoparasitismo, la invasion
del antagonista sobre la superficie del micelio patdgeno, teniéndose en cuenta
la escala del cuadro No. 1 creada por Bell (1982).

Cuadro No. 1. Escala de colonizacion y esporulacién de los aislados de
Trichoderma spp. sobre las colonias del patégeno.

Grado Capacidad antagonica

Sobrecrecimiento de Trichoderma, que coloniza toda la superficie del
medio y reduce la colonia de S. rolfsii

Sobrecrecimiento de Trichoderma, que coloniza al menos %: de la
superficie del medio

Trichoderma y S. rolfsii colonizan la mitad(mas que 5 y menos que %)
S. rolfsii coloniza al menos % de la superficie del medio y resiste la
invasion por Trichoderma

Sobrecrecimiento de S. rolfsii que coloniza toda la superficie del medio

a b W N
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3.3 CONTROL BIOLOGICO DE MUFA EN PLANTAS DE MORRON

De las 19 cepas evaluadas en cultivo dual se seleccionaron tres cepas
de Trichoderma spp. con el mayor porcentaje de inhibicién de Sclerotium rolfsii
y la mejor aptitud antagénica.

3.3.1 Produccién del in6culo

La produccién del antagonista se realizo en el laboratorio de la Sociedad
de Fomento Rural de los Arenales. Para la misma se utilizan granos de arroz
lavados 5 veces con agua para eliminar impurezas, se fracciona en bolsas de
200 g y se esteriliza en autoclave, 30 minutos a 121 °Cy 1 atm.

Previamente, se realiz6 el cultivo de las diferentes cepas en placas de
Petri conteniendo 20 ml de Agar Papa Dextrosa (PDA), y se incubd 5 dias a
25%1 °C, sin luz. Con el micelio y conidios producidos y agua destilada que se
agrega a las placas, se realizdé una suspension y se colocaron 15 ml de esta
suspensién por bolsa de arroz.

Las bolsas de arroz ya inoculadas se incubaron a 24°C, con luz continua,
por 15 dias, moviéndose cada dos dias para favorecer la distribucion del
Trichoderma spp. en todos los granos de arroz.

3.3.2 Evaluacion in vivo de la capacidad antagonista de Trichoderma spp.

Se utilizaron plantines de morréon de 80 dias, se trasplantaron a macetas
de 1 litro con sustrato estéril de turba rubia y se les aplicé una fertilizacion inicial
de N.P.K. (14-10-27) con microelementos. Las plantas se colocaron en el
solario del Centro Regional Sur a una temperatura de 25°C, con 12 horas de luz
y riego diario por 15 dias, para permitir una buena implantacion.

Posteriormente se realiz6 la aplicacién del agente de control biolégico,
favoreciendo su buen desarrollo inicial en el suelo. Se realiz6 el conteo de
conidios con camara de Neubauer, para estimar la concentracion de
Trichoderma en 2 g de arroz, siendo de 3 x 10”. Se colocaron por planta 2 g de
arroz colonizado con Trichoderma. La unidad experimental por tratamiento
consistié de seis plantas, con cuatro repeticiones. Se utilizaron bandejas que
permitieran aislar los tratamientos, evitando la contaminacion de Trichoderma
por agua de riego entre los diferentes tratamientos.
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Una semana después se colocan en cada planta cuatro esclerotos
cosechados en placas de 10 dias, a 1 cm del tallo.

Se midio la incidencia de S.rolfsii, siendo los tratamientos: Trichoderma 1
con Sclerotium rolfsii (1), Trichoderma 2 con Sclerotium rolfsii (2), Trichoderma
3 con Sclerotium rolfsii (3), combinacién de los 3 Trichodermas con Sclerotium
rolfsii (4) y Testigo- Sclerotium rolfsi (5).

3.3.3 Evaluacién de Trichoderma como promotor de crecimiento

Plantines de morron de 80 dias, se trasplantaron a macetas de 1 litro
con sustrato estéril de turba rubia y se les aplicé una fertilizacion inicial de
N.P.K. (14-10-27) con microelementos. Al igual que en el caso anterior, las
plantas fueron colocadas en el solario del Centro Regional Sur de Facultad de
Agronomia a 25°C, con 12 horas de luz y riego controlado.

Los tratamientos fueron: Trichoderma 1 (1), Trichoderma 2 (2),
Trichoderma 3 (3), combinacion de los 3 Trichodermas (4) y Testigo- planta sin
ACB (5).

Las variables evaluadas fueron didmetro de la base del tallo, altura de
plantas y nimero de hojas. Al finalizar el ensayo, se pesaron las muestras
frescas y secas, luego de secarlas en estufa a temperatura constante, para
obtener las variables peso fresco y peso seco. Las fechas de medicién fueron:
22 de marzo, 3 de abril, 19 de abril y 3 de mayo.

3.4 IDENTIFICACION MOLECULAR

Se realiz6 el analisis molecular para identificar la especie de las tres
cepas seleccionadas en el cultivo dual.

3.4.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se empled el protocolo de Paolocci et al.
(1999) con modificaciones, el cual consiste en retirar micelio de la superficie de
cada placa de colonias puras de cinco dias de edad y su posterior colocaciéon
en tubos eppendorf de 1.5 ml. Luego se le agrego 200 pl de buffer de lisis (100
pl/ ml Tris HCI 200 Mm pH 7, 100 pl/ ml NaCl 250 Mm, 100 pl/ ml SDS 0,5 %,
100 pl/ ml EDTA 25 Mm + NaOH 10%) a cada tubo para permitir la ruptura de
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las paredes celulares y se los llevo al freezer (-20° C) por dos horas. Se
retiraron los tubos del freezer y se rompié el micelio mediante pistilos
esterilizados para luego agregarle 200 ul mas buffer de lisis. Posteriormente se
homogeneizo por 10 segundos y después se coloco los tubos a bafio maria
(65° C) durante 30 minutos.

Se adicion6é 300 ul de NaCl y se centrifugd a 13000 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 4° C. Tras sacar los tubos de la centrifuga, se
observo dos fases: una liquida y otra sdlida. Se retir6 500 pl del sobrenadante y
se lo coloc6 en un nuevo tubo y se afnadié 500 ul de Isopropanol (-20° C) y
luego se llevo al freezer por 30 minutos. Posteriormente se centrifugé a 13000
rpm durante 5 minutos a 4° C. Se descartdé el sobrenadante y el pellet se
enjuago dos veces con 200 ul de alcohol 70 % y se centrifugd por dos minutos
a 13000 rpm (4° C). Se descarto6 el alcohol y se dejo secando el pellet en estufa
(aproximadamente dos horas a 40° C). Luego se lo resuspendié en 100 ul de
solucion buffer TE estéril y filtrada (0,2 mM y pH 8,0) y se llev6 a 65° C por 15
minutos. Se adicion6 2 pl de ARNasa/ tubo y se llevo los tubos a 37° C por 20
minutos para luego guardarlos en el freezer.

Se determind la concentracibn de ADN de las muestras mediante
Nanodrop 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific. Para ello se utilizd 2 pl
de ADN (de la extraccién) de cada muestra y se compar6é con un patron de
agua MQ. Finalmente se ajusté a una concentracion de 100 ng/ pl de ADN.

3.4.2 Amplificacion por PCR vy secuenciacion

La amplificacion mediante la PCR se efectué en un termociclador PTC-
100 Peltier Thermal Cycler. La mezcla de la reaccion contenia, Buffer 1X (50
MMKCI, 10 mM TrisHCI (pH 8,0)), nucleétidos (20 mM), MgCI2 (2,5 mM),
cebadores (0,4 uM de cada uno), Taq polimerasa (1,25 U, SBS Genetech Co.,
Ltd., China) y 1 pl de ADN (100 ng/ ul), el volumen final de la mezcla fue 25 pl.
Los cebadores que se utilizaron se listan en el cuadro No.2.
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Cuadro No. 2. Caracteristicas de los cebadores ITS, EF 1-a.

Locus |Cebadores Secuencias 5-3° Frig(rg E)n to Referencia

Te ITS1  TCCGTAGGTGAACCTTGCGG ceo  |White etal
ITS4 [TCCTCCGCTTATTGATATGC (1990)

1 EF1688F [CGGTCACTTGATCTACAAGTGC 564 Phillips et

EF11251R |CCTCGAACTCACCAGTACCG al. (2005)

Los fragmentos de la region ITS (utilizando los cebadores ITS1/ITS4) se
amplificaron mediante la desnaturalizacion inicial a 94° C por 3 minutos,
seguida por 34 ciclos a 94° C por 30 segundos, 57° C por 30 segundos y 72° C
por 45 segundos. La extension final fue a 72° C durante 10 minutos.

Para la amplificacion de la secuencia parcial del gen EF1-a (factor de
elongacion) se efectué la desnaturalizacion inicial a 95° C por 5 minutos,
seguida de 34 ciclos a 95° C por 30 segundos, 55° C por 45 segundos y 72° C
por un minuto y una extension final de 72° C por 5 minutos.

De los productos de amplificacion, dos microlitros se analizaron a través
de electroforesis en gel de agarosa (SBS, China) al 1 %, utilizando Buffer TBE
0.5 (tris base 89 mM, &cido bdrico 89 mM y EDTA 2 mM, pH=8,0) a 90 voltios
durante 25 minutos. Para estimar el tamafio de las bandas se empled un
marcador de peso molecular conocido de 100 pb (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
Plus, Fermentas, Alemania). También se incluyd en el gel, una muestra como
control negativo (sin ADN) para descartar una posible contaminacién en la PCR.

Para la visualizacion de las bandas amplificadas, los geles se tifieron en
solucion acuosa con GelRed (Biotium, Estados Unidos, 5 yl GelRed, 2 ml NaCl
0,1 My 48 ml de agua) por 30 minutos y foto-documentada sobre luz
ultravioleta en transiluminador (DyNA 17 Light Dual Intensity UV
Transiluminator, Labnet Internacional Inc., USA).
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO Y DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental utilizado tanto para las variables de crecimiento
como de infeccion fue de bloques completos al azar con 5 tratamientos y cuatro
repeticiones. Cada unidad experimental consisti6 de 6 plantas que fueron
evaluadas como submuestras. En ambos ensayos se utiliz6 el siguiente
modelo:

Yip= W+ Ti + B + Py + Eik
donde,

Yik: es la variable de interés en el i-eésimo tratamiento, j-€simo bloque, y en la k-
ésima planta.

W: media poblacional.

T;: efecto relativo del i-ésimo tratamiento.

B;: efecto relativo del j-ésimo bloque.

Pyi): efecto relativo a la k-ésima planta anidada en el i-ésimo tratamiento y el j-
ésimo bloque.

Eix: error experimental (residual) asociado al i-ésimo tratamiento, j-€simo
bloque, y la k-ésima planta.

Para estimar medias de tratamientos y sus respectivas comparaciones
se realizaron analisis de varianza (ANAVA) para las variables de interés. Para la
comparacion entre las medias de los tratamientos se utiliz6 la prueba de
comparacion multiple de Tukey (o= 0.05). Los analisis fueron implementados
mediante el programa estadistico SAS 9.3 (SAS Institute, 2011).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PORCENTAJE DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL DE LOS
PATOGENOS EN CULTIVOS DUALES Y COLONIZACION

Todos los aislados de Trichoderma spp. inhibieron el crecimiento de
Sclerotium rolfsii, con porcentajes de inhibicion que oscilaron entre 38% y 70%.
Dichos porcentajes se obtienen comparando el crecimiento del patdégeno con y
sin la presencia del antagonista. Estos resultados coinciden con los reportados
por Hoyos-Carvajal et al. (2008), donde de ocho aislados de Trichoderma spp.
que fueron evaluados contra S. rolfsii, el 100% mostré actividad antagénica en
evaluaciones in vitro.

La cepa TA89 fue la que presentd actividad antagdnica y parasitica mas
elevada, al mostrar una colonizacion total sobre S. rolfsii a las 120 h, por lo que
recibio calificacion de 1 en la escala de clasificacion de Bell et al. (1982). Las
cepas Tr35, S30, LL1, TA46, TCu y TRG, manifestaron buenas propiedades
como colonizadoras del patdgeno, y recibieron calificacion de 1.5 en la misma
escala (cuadro No. 3).

Los aislados TA89 y Tr35 son los que presentaron mejores resultados,
con diferencias significativas respecto al resto, inhibiendo el desarrollo de S.
rolfsii. Posteriormente, de los restantes aislados se seleccion6 el aislado S30,
por ser el de mayor porcentaje de inhibicidbn dentro del grupo. Estos tres
aislados fueron finalmente utilizados para evaluar su comportamiento a campo
(cuadro No. 3).

20



Cuadro No. 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial y colonizacion.

Trichoderma % de inhibicibn Colonizacion

TA89 70.2 a 1
Tr35 579D 15
S30 50.6 c 15
LL1 49.7 cd 15
T46 49.2 cde 15
BEN 49.0 cde 3
TCu 48.7 cde 15
TRG 47.9 cdef 15
TR45 47.2 cdefg 2
TGC 46.1 cdefg 2
DL2 45.8 cdefg 2
VD1 45.0 cdefg 2
FB3 44.8 cdefg 2
TTnoM 44.2 defg 2.5
OL2 43.4 efgh 2.5
TR251 42.3 fgh 2.5
P28 41.6 gh 2.5
T17 41.3 gh 2.5
TL92 38.4h 3

* Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; p=0,05).




Tr35 (a), T. TA89 (b), T. S30 (c), patdgeno sin T. (d)

Figura No. 1. Colonizacion y esporulacion de los aislados de Trichoderma

4.2 EVALUACION EN CONDICIONES CONTROLADAS DE TEMPERATURA Y
HUMEDAD

4.2.1 Muerte de plantas por Sclerotium rolfsii

Diferencias significativas fueron encontradas entre tratamientos cuando
fueron comparados en términos de porcentaje de mortalidad por S. rolfsii
(cuadro No. 4). En general, la presencia de los aislados en el suelo tuvo un
efecto antagénico frente a S. rolfsii, impidiendo un correcto desarrollo del
patdégeno, logrando disminuir la muerte de plantas con respecto al testigo.

Los resultados obtenidos en los tratamientos 1, 2 y 3, coinciden con los
reportados por Arias y Duarte (2006), quienes afirman que utilizando cualquier
dosis de Trichoderma de las evaluadas en su ensayo, logran controlar la
enfermedad causada por S. rolfsii en morron.

En particular, no se encontraron diferencias significativas entre el testigo
y el uso de los 3 aislados combinados, presentando los mayores niveles de
mortalidad (cuadro No. 4). Esto se puede explicar por la competencia que se
genera entre los diferentes aislamientos por nutrientes, ya que todos presentan
requerimientos similares. Sin embargo, los menores niveles de mortalidad
fueron identificados mediante el uso de aislados de manera individual en
comparacion al testigo.
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Por otra parte, en el estudio efectuado por Portalanza y Vivas (2010),
donde se evaluo la incidencia y severidad de Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,
Sclerotium rolfsii y Ralstonia solanacearum, también se obtuvieron resultados
positivos con la utilizacion de Trichoderma, disminuyendo la incidencia de la
enfermedad de 14.54% a 0.87% aplicandose 7 dias luego del trasplante.

Ambas investigaciones fueron realizadas utilizando aislados uUnicos.

Cuadro No. 4. Incidencia de la mufa por Sclerotium en plantas de morrén
tratadas con Trichoderma

% de mortalidad por S. rolfsii
Tratamiento

Media Error St.
Trichoderma Tr35 con S. rolfsii (1) 0.0b 0.04
Trichoderma TA89 con S. rolfsii (2) 42 b 0.04
Trichoderma S30con S. rolfsii (3) 0.0b 0.04
Trichoderma S30, Tr35, TA89 con S. rolfsii (4) 12.5 ab 0.04
Testigo - S. rolfsii (5) 25.0a 0.04

* Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey; p=0,05).
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| .
Figura No. 2. Marchitamiento (a) y necrosis en la base del tallo con esclerotos y
micelio de Sclerotium rolfsii (b)

Los datos obtenidos en planta, no coinciden con los observados en el
ensayo in vitro, donde el aislado TA89 fue el que presentd mejores resultados.
Existe una baja correlacién entre los resultados obtenidos in vitro y en plantas.
Esto se debe a que un agente de control biolégico puede producir un amplio
halo de inhibicion y antagonizar de forma efectiva al patdgeno cuando se lo
enfrenta en una placa, y luego no poder impedir el desarrollo de la enfermedad
cuando es aplicado sobre la planta. Los métodos de seleccion in vitro, sélo
permiten detectar antagonistas que actlan mediante ciertos mecanismos de
accién, como la antibiosis o parasitismo directo, no teniendo en cuenta aquellos
que actlan por otros mecanismos como la competencia con el patégeno en los
sitios de accién o la induccion de resistencia de la planta. Mondino y Vero
(2006), afirman que cuando se aplica un microorganismo sobre el material
vegetal o el suelo, su actividad antagénica puede estar disminuida por efecto de
factores ambientales como la luz UV, la humedad relativa, la competencia con
otros microorganismos, entre otros.
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4.2.2 Trichoderma spp. como promotor del crecimiento

variable diametro de base de tallos

Para ninguna de las fechas de evaluacion ni para el promedio del periodo
experimental se encontraron diferencias significativas en términos de namero
de hojas (cuadro No. 5) o altura de plantas (cuadro No. 6). El analisis de la
indica que existieron diferencias
significativas entre tratamientos como promedio del periodo experimental
(cuadro No. 7), no explicada por la presencia de Trichoderma.

Cuadro No. 5. Numero de hojas promedio de las plantas en los diferentes
tratamientos

Trat.

Fecha

22-mar.

3-abr.

19-abr.

3-may.

Prom.

Error
St.

Prom.

Error
St.

Prom.

Error
St.

Error

Prom. St

Error

Prom. St

A OWNPE

5

18,75
17,26
17,83
16,58
16,75

Prom. 17,43

1,78
1,78
1,78
1,78
1,78
0,79

22,50
21,83
22,42
20,58
23,66
22,20

1,78
1,78
1,78
1,78
1,78
0,79

28,07
28,33
28,00
28,83
31,08
28,86

1,78
1,78
1,78
1,78
1,78
0,79

29,17 1,78
30,17 1,78
30,41 1,78
31,67 1,78
28,66 1,78
30,02 0,79

24,62 A 1,27
24,40 A 1,27
24,67 A 1,27
24,42 A 1,27
25,04 A 1,27

* Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p-valor<0.05)

Cuadro No. 6. Altura de plantas (cm)

Trat.

Fecha

22-mar.

3-abr.

19-abr.

3-may.

Prom.

Error
St.

Prom.

Error
St.

Prom.

Error
St.

Error

Prom. St

Error

Prom. St

A WNPEF

5

Prom.

21.69
21.54
21.10
20.55
22.62
21.50

1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
0.79

22.88
22.69
23.20
22.78
24.19
23.15

1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
0.79

25.33
25.54
2491
25.39
26.04
25.44

1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
0.79

2717 1.17
275 1.17
27.08 1.17
2741 1.17
26.66 1.17
27.164 0.79

24,24 A 0.89
2432 A 0.89
24,07 A 0.89
24,03 A 0.89
24,88 A 0.89

* Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p-valor<0.05)
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Cuadro No. 7. Didmetro de la base de tallos (cm)

Fecha
22-mar. 3-abr. 19-abr.

Trat.

Prom. Error St. Prom. Error St. Prom. Error St. Prom. Eértor
1 4364 0.227 5.448 0.227 5.814 0.236 5,387 AB 0.137
2 4038 0.227 4993 0.227 5405 0.236 4966B 0.137
3 4304 0.227 4910 0.227 5.869 0.236 5,157 AB 0.137
4 4650 0.227 5.637 0.227 6.464 0.236 5, 772A 0.137

5 4.027 0.227 5451 0.227 6.171 0.236 5,388 AB 0.137
Prom. 4,027 C 0.102 5,287 B 0.102 5,944 A 0.102

* Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p-valor<0.05)

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y el
testigo para las variables peso de materia fresca, peso en materia seca y % de
materia seca (cuadro No. 8).

Cuadro No. 8. Peso en materia fresca (g), peso en materia seca (g) y % de
materia seca

PMF PMS % MS
Trat. Prom. Error St. Prom. Error St. Prom. Error St.
1 1881B 078 6,00A 0.15 0,323A 0.007
2 2210A 0.78 6,33A 0.15 0,291B 0.007
3 19,78AB 0.78 6,12A 0.15 0,313 AB 0.007
4 1957AB 0.78 6,01A 0.15 0,312AB 0.007
5 2036 A 0.78 6,27A 0.15 0,312AB 0.007
* Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p-valor<0.05)

Probablemente los Trichodermas del trabajo no demostraron efecto
promotor del crecimiento debido a que se utilizaron plantas con 80 dias desde
la siembra, lo que impidié una buena colonizacion de Trichoderma sobre la raiz.

Estos resultados no coinciden con lo de Candelero et al. (2015), quienes
en su trabajo encontraron que diferentes cepas del género Trichoderma spp.
ejercen efecto promotor del crecimiento, al obtener plantas mas vigorosas y
altas de Capsicum chinense. Estos resultados fueron obtenidos luego de la
aplicacién del Trichoderma en plantines de 45 dias. El efecto promotor del
crecimiento en plantulas con las aplicaciones de Trichoderma spp. se ha
atribuido a la presencia de acido indolacético, que actia como regulador de
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crecimiento, y de acidos organicos, que retienen cationes y acidifican la
rizosfera, solubilizando nutrimentos para su absorciéon por las plantas (Harman
2000, Valencia et al. 2005). La estimulacion del crecimiento también se atribuye
a la liberacion de estructuras quelatantes o sideroforos que favorecen la
asimilacion de iones como Ca, Fe,0?, Mn0,, Cu y Zn (Altomare, 1999).

4.3 IDENTIFICACION MOLECULAR

Por medio del alineamiento de las secuencias de los aislados obtenidos y
la comparacién con diferentes secuencias tipo depositadas en el GenBank, se
identificaron los organismos a nivel de especie. El cuadro No. 9 muestra el
porcentaje de identidad de los aislados S30, Tr35, TA89 con especies del
GenBank para las regiones génicas del factor de elongacion y ADN rib6somico.
Se observa que los tres aislados presentan un 99% de identidad respecto a los
Trichodermas que se utilizaron como referencia. Chavarri et al. (2017), incluyen
14 especies al complejo de Trichoderma harzianum, siendo T. aphroharzinum
una de estas nuevas especies descriptas.

Cuadro No. 9. Especies de Trichoderma, identificados por amplificacion de los
espaciadores transcritos internos ITS 1-4 y EF1-a.

o A
Cepa Accesion Identificacion % de identidad

(BLAST)
Tri S30 F1463324 Trichoderma pseudoharzianum 99
Tri Tr35 F1463301 Trichoderma aphroharzianum 99
Tri TA89 F1463301 Trichoderma aphroharzianum 99
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5. CONCLUSIONES

La cepa S30 de Trichoderma pseudoharzianum y las cepas TA89 Y Tr35
de Trichoderma aphroharzianum, utilizadas individualmente, tienen potencial
para el desarrollo de productos de control biolégico para la mufa por Sclerotium
en cultivos de morron.
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6. RESUMEN

El cultivo de morron (Capsicum annuum L.) es uno de los principales
cultivos bajo proteccion en Uruguay. El mismo se ubica como la tercer hortaliza
con mayor importancia econdmica en el mercado. Una de las principales
causas que afecta sus niveles de produccion es la muerte de plantas producida
por patdégenos que sobreviven en el suelo. Mufa por Sclerotium ha sido
identificada como una de las principales enfermedades que afectan el cultivo. El
control habitual de esta enfermedad es a través del uso de fungicidas de
sintesis quimica, los cuales son de uso genérico en agricultura y carecen de
especificidad. El uso de herramientas de control bioldgico, ha mostrado ser
eficiente en el control de diferentes patégenos en la produccion horticola. Esto
lleva a la busqueda de nuevas opciones para el control de la enfermedad, ya
gue actualmente es escasa la informacion que evalia el comportamiento del
patégeno frente a la utilizacion de algun agente de biocontrol. El objetivo de
este trabajo es evaluar el comportamiento de diferentes cepas de Trichoderma
spp. disponibles en el pais, como inhibidoras de la mufa en morrén y su efecto
en el crecimiento del cultivo. Para ello, se realiz6 un ensayo de evaluacion de
19 aislados de Trichoderma, donde se midieron diferentes variables de
crecimiento. En el laboratorio se realizd0 un cultivo dual, donde se midi6 la
colonizacion y el porcentaje de inhibicion producido por Trichoderma sobre S.
rolfsii, y los tres aislados con mejor comportamiento antagonista fueron
seleccionados. Posteriormente se realizd la identificacion molecular de los
aislados elegidos. La evaluacién a campo fue realizada en plantas de 80 dias,
en un diseio en bloque completamente al azar con cuatro repeticiones y cinco
tratamientos, realizdndose mediciones quincenales. Con respecto a la
promocién de crecimiento, la aplicacién de Trichoderma en plantines de 80 dias
no favorece el crecimiento del cultivo. Por otro lado, la utilizacién de los aislados
anicos de Trichoderma pseudoharzianum y T. aphroharzianum, pueden
controlar efectivamente la mufa por Sclerotium. Este tipo de control puede ser
una potencial herramienta para comenzar a utilizar en sistemas de produccion
de morron bajo proteccion. Sus principales ventajas son el bajo costo de
produccion, su efecto positivo en el control de S. rolfsii y su bajo impacto
ambiental. En particular, sistemas de produccion organicos se veran altamente
beneficiados.

Palabras clave: Control biolégico; Sclerotium rolfsii; Agente de biocontrol.
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7. SUMMARY

The pepper crop (Capsicum annuum L.) is one of the main crops under
protection in Uruguay. Nowadays, is the third most economically important
vegetable crop in the Uruguayan market. One of the main causes that affect
their levels of production is the death of plants produced by pathogens that
survive in the soil. Mufa by Sclerotium has been identified as one of the main
diseases that affect the crop. The causal agent of this disease is Sclerotium
rolfsii, which is characterized by generating total losses. The most common
control of this disease is through the use of chemical synthetic fungicides, which
are of generic use in agriculture and lack of specificity. The use of biological
control tools has shown to be efficient in the control of different pathogens in
horticultural production. This leads to the search for new options for disease
control, being that currently there is little information that evaluates the behavior
of the pathogen against the use of any biocontrol agent. The objective of this
study was to evaluate the behavior of different strains of Trichoderma spp.
available in Uruguay, as inhibitors of the mufa in pepper and its effect on the
growth. An experiment using 19 Trichoderma isolates was carried out, where
different growth and mortality variables were measured. In the laboratory, a dual
culture was carried out, where the percentage of inhibition and colonization was
measured, and the 3 isolates with higher antagonist control were selected.
Subsequently, the molecular identification of the three chosen isolates was
performed. The field evaluation was carried out in plants of 80 days, using a
randomized complete block design with four replications and five treatments,
with biweekly measurements. With regard to the promotion of growth, the
application of Trichoderma in plants of 80 days does not promote the growth of
the crop. On the other hand, it was found that the use of the unique Trichoderma
pseudoharzianum and T. aphroharzianum can effectively control the mufa by
Sclerotium. This type of control can be a potential tool to start using in protected
production systems. Its main advantages are the low cost of production, its
positive effect on the control of S. rolfsii, and its low environmental impact. In
particular, organic production systems will be greatly benefited.

Keywords: Biologic control; Sclerotium rolfsii; Biocontrol agent.
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