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1. INTRODUCCION

El sector agricola en el Uruguay sufrio una gran expansion durante la
década del 2000, principalmente basada en el aumento del precio internacional
de los granos, la incorporacion de nuevas tecnologias como la siembra directa y
los cultivos transgénicos. Estos cambios resultaron en aumento de relevancia
de los cultivos de verano, disminucion de las pasturas en la rotacion, y la
expansion de la agricultura hacia zonas tradicionalmente no agricolas.

La siembra directa y la tendencia creciente al monocultivo, han llevado al
incremento de la incidencia de enfermedades en los cultivos de invierno (trigo y
cebada), con un sustancial incremento del uso de fungicidas con el objetivo de
disminuir la interferencia de las enfermedades sobre la produccion. Este
aumento en el uso de fungicidas resulta en un aumento directo de los costos de
produccion, riesgo de generacion de patdgenos resistentes o insensibles a los
fungicidas, y riesgo de residuos de agroquimicos en los alimentos producidos.

Esto lleva a la busqueda de préacticas sostenibles utilizando tecnologias
alternativas que sean menos nocivas para el ambiente, menos dependientes de
los agroquimicos y menos perjudiciales para los recursos hidricos y edaficos.
Estas nuevas tecnologias deben permitir obtener resultados que permitan
reducir el uso de agroquimicos, y que sean de facil implementacion en cultivos
extensivos, ademas de no aumentar significativamente los costos.

Es aqui donde surge la implementacion del control biolégico como
practica alternativa y/o complementaria al uso de agroquimicos para el control
fitosanitario. El uso de microorganismos antagonistas tiene cada vez mas
importancia ya que su aplicacién no genera desequilibrios bioldgicos, regulando
las poblaciones de fitopatégenos, conduciendo a la disminucion del uso de
agroquimicos. En la actualidad se conocen mas de 1500 especies de
microorganismo que pueden ser utilizados como controladores biolégicos, entre
los que se encuentran hongos, bacterias y virus.

Entre las alternativas disponibles para la proteccion fitosanitaria de
cultivos extensivos se encuentran los hongos del género Trichoderma como uno
de los mas importantes y mas utilizados como agente de control bioldgico, por
sus diversos mecanismos de accion y por actuar sobre un amplio espectro de
hongos fitopatégenos.



El presente estudio buscé estimar el potencial antagdnico de distintas
cepas de Trichoderma spp. colectadas desde rastrojo y suelo de distintas
rotaciones agricolas.

1.1 OBJETIVO GENERAL

-Caracterizar la capacidad antagonica de cepas nativas de Trichoderma frente a
Bipolaris sorokiniana y Pyrenophora tritici-repentis.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar si existen diferencias entre especies de Trichoderma en la
capacidad antagdnica frente a Bipolaris sorokiniana y Pyrenophora tritici-
repentis.

-Determinar si existen diferencias intra-especie respecto a la capacidad
antagonica frente a Bipolaris sorokiniana y Pyrenophora tritici-repentis.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DE LA AGRICULTURA EN EL URUGUAY

2.1.1 Caracterizacion de los sistemas agricolas

El proceso de expansion agricola que se ha dado en Uruguay, esta
basado principalmente en la inclusion del cultivo de la soja, la aparicion de
nuevas empresas con logicas de produccion diferentes al productor tradicional y
la inclusién de innovaciones tecnoldgicas tales como la siembra directa y los
cultivos transgénicos (Arbeletche y Gutiérrez, 2010Db).

Las transformaciones ocurridas en los ultimos afios en los sistemas de
produccién, han inducido cambios en la dindmica de las poblaciones de
patégenos y sus problematicas asociadas. La adopcion de la siembra directa, la
creciente intensificacion en la agricultura, el empleo de cultivos transgénicos, la
menor diversificacion en la secuencias de los cultivos, el paso de una
agricultura basada en cultivos de invierno a una basada en cultivos de verano,
el incremento en el area de algunos cultivos fundamentalmente soja, el
incremento en el uso de agroquimicos, junto con la escasa diversidad de los
cultivares sembrados, son todos factores que resultan en un aumento del riesgo
de ocurrencia de epidemias. Esta situacion ha ocasionado una mayor
ocurrencia de problemas sanitarios como mancha parda, roya de la hoja y
fusariosis de la espiga en el cultivo (Altieri y Nicholls 2000, Arbeletche et al.
2010a, Pereyra y Diaz 2011).

La permanencia del rastrojo en superficie es clave para que el sistema
sea realmente sustentable. Disminuye la erosion por un menor escurrimiento
superficial del agua al reducir el impacto de las gotas de lluvia sobre el suelo
debido a la cubierta vegetal, atenuando la rotura de agregados y la formacién
de costra superficial (FAO, 2000), a su vez aumenta la conservacion del agua
en el perfil por una disminucion de la evaporacion (Martino, 1999).

Si bien grandes volimenes de rastrojo son beneficiosos para la
conservacion del suelo pueden significar problemas, ya que alojan una gran



variedad de microorganismos patégenos, siendo sustrato para éstos (Martino,
1999). Patdégenos dependientes del rastrojo (necro-hemiobiotroficos) como los
causales de manchas foliares y fusariosis de la espiga se ven favorecidos por la
presencia de rastrojo infectado en la superficie del suelo, producto de la
siembra directa y las rotaciones cortas con alta frecuencia de trigo (Pereyra y
German, 2012).

Como consecuencia de los altos precios de los granos, en especial la
soja, la variedad de cultivos utilizados en la rotacion disminuy6, derivando en
modificaciones biolégicas en el ambiente, como ser la pérdida de biodiversidad
al simplificar el agroecosistema al cultivar un nimero determinado de especies,
y la generacién de resistencia en organismos patdgenos, dependiente de la
actividad del hombre junto con el un uso creciente de agroquimicos (Altieri y
Nicholls 2000, Stewart et al. 2004).

Los cultivos de verano dejan de tener un rol secundario en la siembra de
cultivos de secano. El crecimiento de la soja de forma ininterrumpida cambié la
relacion de superficie sembrada entre los cultivos de invierno y de verano. De
esta forma se produce un proceso de “veranizacion de la agricultura” ya que el
70% del area corresponde a los cultivos de verano que dejan de jugar un papel
secundario dentro del area de siembra de secano, para pasar a ser el
componente principal. Este proceso se vio conjuntamente acompafado por una
“intensificacion” en el uso de la tierra, realizandose un doble cultivo
invierno/verano (Arbeletche et al., 2010a). El area de doble cultivo pas6é de
ocupar un 5% del area agricola, a ocupar actualmente mas del 50% del area,
predominando la rotacién trigo-soja (MGAP.DIEA, 2012). Esta intensificacion
agricola resulta en una tendencia hacia la siembra de més de un cultivo por afio
(Figura No. 1). Hasta el afio 2003 existe una predominancia de los cultivos de
invierno sobre los de verano, en ese momento esta situacion se revierte por la
influencia de la expansion sojera (Saavedra, 2011).

En los Ultimos 8 afios, la superficie agricola en Uruguay se ha
multiplicado por 5 alcanzando nuevas zonas. A pesar de la aparicion de nuevas
regiones agricolas como Tacuarembd, Melo, Durazno y Rocha, el 70% de la
superficie sembrada sigue ubicadndose en el litoral oeste del pais. Esto es
producto de la expansion hacia suelos con menor aptitud dentro de cada predio,
y una intensificacion en el uso de los suelos de mejor aptitud agricola. La
superficie agricola se ubicé en torno a 1:000.000 ha con una intensidad de 1,6



cultivos por afio (Ernst y Siri, 2011). Al desparecer los problemas de erosion y
degradacion de los suelos por el laboreo, la inclusién de pasturas en la rotacion
no seria una necesidad tan marcada como en sistemas convencionales
(Martino, 1999). Esto llevd a que la proporciéon de trigo sembrado con praderas
se redujo linealmente en los ultimos afios, lo que implica que el sistema pasé de
agricola-ganadero a agricola (Ernst y Siri 2011).

El cultivo de soja explica la expansion del area agricola. En el invierno
2009, casi la mitad del area fue sembrada con cultivos de invierno (trigo o
cebada), mientras que el resto permanecio en barbecho. Casi la totalidad del
area de cultivos de invierno fue sembrada con soja de segunda (doble cultivo
anual). En el siguiente verano casi la totalidad del &rea se encontraba sembrada
con cultivos de verano. Se discontinud el sistema agricola-ganadero tradicional,
evidenciado por la evolucion del % del area que esta sembrado con praderas
consociadas (Figura No. 2). La mayoria del trigo se siembra sobre rastrojo de
soja, pero una proporcion del mismo se siembra sobre trigo del afio anterior
(secuencia trigo/soja de segunda/trigo) (Figura No.1, Ernst y Siri, 2011).
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Figura No. 1. Relacion del area de siembra cultivos de invierno-cultivos de
verano (Fuente: elaborado en base a datos de MGAP. DIEA, 2012).
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Figura No. 2. Evolucion del area de cultivos de invierno y praderas asociadas,
en los afos seleccionados (como % del area de invierno). (Fuente:
MGAP.DIEA, 2012).

En las ultimas décadas, los cultivos de oleaginosos experimentaron un
comportamiento dindmico, creciendo el doble de rapido que la agricultura
mundial. La historia de estos mercados gira en torno al potencial de expansion
de estos cultivos en América del Sur y la creciente demanda de China y otros
paises en desarrollo (Uruguay XXI, 2013). La expansion del cultivo de soja se
da a comienzos del siglo XXI, y su crecimiento se mantiene a un ritmo
sostenido. Pasé de ocupar una superficie de 12 mil hectareas en la zafra
2000/2001, a ocupar 1050 mil hectareas en la zafra 2012/2013. Esto convierte a
la soja en el principal cultivo agricola del pais, cubriendo mas del 80% del area
de cultivo de verano. Luego de la cosecha el 55% del area de soja fue
destinada a trigo, el 36% quedd como barbecho de invierno que luego volverian
a ser sembradas en su mayoria con soja, y un 9% se destind a rotacién con
forrajeras u otros usos (MGAP.DIEA, 2013. Figura No. 3).
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Figura No. 3. Evolucién del area destinada a trigo y soja (Fuente: elaborado en
base a datos de MGAP. DIEA, 2013).

A comienzo de siglo, el trigo fue sembrado alcanzando un area cercana a
300 mil hectareas (ha) por afio, superando las 500 mil ha por afio hacia fines de
los 40. Mas tarde, entre los afios 60 y 80 la tendencia fue decreciente, llegando
a estabilizarse entre las 150 y 300 mil ha/afio. En 1999 se registré6 una nueva
reduccion del area, del que no se recuperd hasta el 2008, a partir de ese
momento se mantuvo hasta el presente. Debe sefialarse que, a pesar de los
altibajos, el area de trigo siempre fue superior a 115 mil ha (Saavedra, 2011).

Las caracteristicas agroecolégicas de produccién de trigo en Uruguay
determinan que las enfermedades sean uno de los factores limitantes mas
importantes para el logro de rendimientos y calidad adecuados, estables a
través de los afios, asi como una de las causas de retiro de cultivares de
produccion.



De acuerdo al &rea agricola del pais y a la superficie sembrada con trigo
y sSoOja, resulta evidente que gran parte del area de dichos cultivos se esti
realizando sobre rastrojo del mismo cultivo, con las implicancias sanitarias que
ello tiene (Figura No. 4). Como resultado de esto, las enfermedades
(principalmente aquellas causadas por patdégenos que sobreviven en el rastrojo)
han pasado a tener una mayor importancia relativa como factor limitante de la
produccion de los distintos cultivos. La mayor interferencia de estos patdgenos
sobre el rendimiento y la calidad de la produccién se ve reflejada en el uso mas
intensivo de fungicidas que se ha observado en los dltimos afios, no solo en
cultivos de invierno, sino también en cultivos de verano (Pérez y Villar, 2011).
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Figura No. 4. Evolucion del area sembrada de los cultivos de secano (Fuente:
elaborado en base a datos de MGAP. DIEA, 2013).

A partir del afio 2001, junto al incremento en el area sembrada y el mayor
consumo de los principales principios activos (Epoxiconazole+Carbendazim,
Tebuconazole, Azoxistrobina y Propiconazole), los fungicidas se consolidan
como el producto de mayor importancia para el cultivo de trigo, representando
entre el 45% y el 50% del mercado (Figura No. 5, Pérez y Anastasio, 2007).
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Figura No. 5. Participacion relativa de los fungicidas en el total de agroquimicos
importados (Fuente: elaborado en base a datos de MGAP. DGSSA, 2012).

2.1.2 Efecto de la intensificacion agricola sobre los patdgenos

Son bien conocidos los beneficios que otorga la presencia del rastrojo en
la superficie del suelo, como lo es la disminucién de la erosion por un menor
escurrimiento superficial de agua, y por una disminucién en la energia cinética
de la gota de lluvia. A su vez, éste aumenta la conservacion del agua en el perfil
por una disminucion de la evaporacion, aumentando la posibilidad de siembra.
Pero para el caso de las enfermedades, la permanencia del rastrojo del cultivo
anterior puede condicionar la sanidad del cultivo a implantar, debido a la
capacidad que presentan algunos patdgenos de sobrevivir en el mismo (Pérez,
2004.). La expansion del area del cultivo no solo implica una mayor cantidad de
sustrato disponible para el hongo, sino que las mayores tasas de multiplicacién
del mismo aumentan las probabilidades de mutacion y surgimiento de nuevas
razas (Stewart et al., 2004).



Stewart et al. (2001), plantean que el rastrojo que se encuentra en la
superficie del suelo en sistemas de siembra directa genera importantes
transformaciones en el sistema, como ser modificaciones en la dinamica del
agua y nutrientes, acta como aislante térmico, atenda la velocidad del viento, y
provoca efectos directos e indirectos en el desarrollo de enfermedades. Estos
efectos, estan relacionados con: 1) modificaciones en el microclima o ambiente
fisico en el cual se desarrolla la enfermedad y 2) requerimientos nutricionales
del microorganismo.

Modificaciones en el microclima o ambiente fisico en el cual se desarrolla la
enfermedad: la siembra directa modifica las condiciones del ambiente fisico
donde se encuentran el patégeno y el huésped, como temperatura y humedad
del suelo, interacciones complejas entre patbgenos y otros microorganismos o
sustancias téxicas liberadas por los rastrojos en descomposicion, inciden en el
desarrollo de la enfermedad (Stewart et al., 2001). Un ejemplo son las
enfermedades de raiz causadas por Pythium, cuyo desarrollo se ve favorecido
por suelo himedo y temperaturas bajas, condiciones asociadas a la siembra
directa, ya que la cubierta de rastrojo actia como aislante térmico y reduce la
tasa de evaporacion (Martino, citado por Stewart et al., 2001). Esto a su vez,
determina que la velocidad de implantacién del cultivo sea mas lenta
favoreciendo el contacto de la planta con el patégeno por mas tiempo, ademas
de que al no remover el suelo, se concentra la poblacién de Pythium en los
primeros 10 cm, si se la contrasta con la poblacion del hongo luego de un
laboreo (Summer et al., citados por Stewart et al., 2001).

Requerimientos nutricionales del microorganismo: Los parasitos denominados
biétrofos, presentan solo una fase parasitica, y solo pueden crecer y
reproducirse sobre organismos vivos, denominandose parasitos obligados. Por
otro lado, otros parasitos como la mayoria de los hongos y bacterias, pueden
desarrollarse tanto en un hospedante vivo como muerto, a éstos se les
denomina parasitos no obligados. Algunos de éstos viven la mayor parte o casi
todo el ciclo de su vida como parasitos, pero bajo determinadas condiciones
pueden desarrollarse de manera saprofita sobre tejido vegetal muerto, aqui se
les llama saprofitos facultativos. Por otra parte, hay otros que pasan la mayor
parte del ciclo de su vida alimentandose de material vegetal muerto, pero bajo
determinadas condiciones atacan plantas vivas, denominandose parasitos
facultativos (Agrios, 2006).
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Patogenos de trigo tales como Drechslera tritici-repentis (teleomorfo
Pyrenophora tritici-repentis) agente causal de la mancha parda o amarilla,
Septoria tritici agente causal de la septoriosis 0 mancha de la hoja, y de cebada
como Drechslera teres (teleomorfo Pyrenophora teres) agente causal de la
mancha en red, Bipolaris sorokiniana agente causal de la mancha borrosa,
Rhynchosporium secalis agente causal de la escaldadura, estan incluidos
dentro de los “dependientes” del rastrojo y por lo tanto son afectados
directamente por el rastrojo en superficie (Stewart et al., 2001).

La severidad de la enfermedad en un cultivo estd determinada por la
fuente de indculo, la tasa de descomposicion del rastrojo, la intensidad de la
enfermedad en el cultivo anterior, el barbecho quimico y el microclima (Stewart
et al., 2001). Los cultivos de invierno se siembran generalmente bajo
condiciones de alta presion de in6culo, por lo que, si se dan las condiciones
ambientales favorables para el desarrollo del hongo, es altamente probable que
ocurra la enfermedad (Pérez, 2004).

El rastrojo en superficie no sélo funciona como reservorio de esporas,
sino que ademas induce a ciertos hongos a reproducirse sexualmente, lo que
genera una nueva fuente de indculo primario en sistemas de siembra directa,
pudiendo ademdas crear nuevas recombinaciones genéticas del patdgeno,
generando nuevos biotipos (Stewart et al., 2001).

Por lo tanto, la presion de indculo esta dada por la cantidad de rastrojo
presente en la superficie del suelo, y por el grado de infestacion del mismo.
Esto podria implicar que partiendo de concentraciones similares de esporas por
gramo de rastrojo, es posible llegar a grados de infeccidn distintos por unidad
se superficie (Cuadro No.1).
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Cuadro No. 1. Relacién entre la cantidad de esporas de Bipolaris sorokiniana
y Pyrenophora tritici-repentis por gramo de rastrojo y unidad de

superficie

No. esporas/g | gr No.
Patégeno rastrojo rastrojo/m® |esporas/m?
. . - 16137 74 1207458
Bipolaris sorokiniana

16125 208 3354000
Pyrenophora tritici- | 4995 74 369630
repentis 4298 208 893984

Fuente: adaptado de Stewart et al. (2001)

A su vez la cantidad de rastrojo también determina la severidad y el
desarrollo inicial de la enfermedad. Partiendo de grandes cantidades de rastrojo
infectado, es posible alcanzar valores altos de severidad en etapas tempranas
del cultivo, bajo condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad
(Pérez 1988, Stewart et al. 2001). El tipo de laboreo permite manejar la cantidad
de rastrojo que permanece en superficie y por consiguiente la densidad de
indculo a la que estara sometido el cultivo a sembrar; esto se ve reflejado en la
severidad de la enfermedad alcanzada cuando se dan las condiciones
correspondientes (Pérez, 2004.).

La velocidad de descomposicion del rastrojo determinara la
supervivencia del patdgeno en el suelo. Bajo siembra directa la descomposicion
del rastrojo se ve enlentecida ya que al encontrarse sobre la superficie del suelo
se encuentra menos accesible a los microorganismo degradadores; mientras
gue en sistemas bajo laboreo convencional, los rastrojos son incorporados al
suelo y entran en contacto con los microorganismos, acelerando su
descomposicion (Stewart et al., 2001).

La rotacion de cultivos para el control de enfermedades tiene como
objetivo la supresion del sustrato nutricional de los microorganismos, siendo
efectiva Unicamente para los patdégenos necrotroficos. Esta medida de manejo
se ha visto limitada debido a la predominancia de la rotacién trigo-soja como se
expuso lineas arriba, resultando en un importante porcentaje del area sembrada
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en presencia de rastrojo de la misma especie vegetal, con el riesgo que ello
implica.

La utilizacion extensiva de compuestos quimicos para el control de
enfermedades y la emergencia de patdgenos resistentes a fungicidas, hacen
que surja la necesidad de implementar alternativas para la proteccién de los
cultivos que tengan en cuenta la conservacion del ambiente (Mondino y Vero
2006, Tovar 2008). Es aqui que aparece la utilizacion de microorganismos,
como bacterias, hongos y virus, que presentan capacidad antagonica sobre
fitopatdgenos. Se conocen actualmente mas de 1500 especies de
microorganismos con estas caracteristicas (El6segui, 2006).

El uso de microorganismos antagonistas de fitopatégenos habitantes del
suelo, cobra cada vez mas importancia ya que su aplicacibn no genera
desequilibrios biolégicos, sino que regula o minimiza las poblaciones de
fitopatdgenos. Esta accién de los antagonistas, indudablemente, conduce a la
disminucién o eliminacion del uso de productos quimicos que son nocivos para
el entorno. Dentro del grupo de hongos se destaca el género Trichoderma, un
eficiente controlador biol6gico que es ampliamente usado en agricultura debido
a su habilidad para colonizar sustratos rapidamente, inducir resistencia
sistémica en plantas, promover el crecimiento vegetal y poseer actividad
antagonista contra un amplio rango de hongos patégenos. El efecto inhibitorio
de sus antibidticos y la degradacion de componentes de la pared celular de
patébgenos de plantas, es citado como aspecto importante de su actividad
antagonista (Tovar, 2008).

2.1.3 Importancia de Bipolaris sorkiniana y Pyrenophora tritici-repentis en los
sistemas agricolas de Uruguay

Las manchas foliares causadas por hongos son una de las principales
limitantes para lograr rendimientos altos y estables a través de los afios (Van
den Berg, Mathre, citados por Gamba, 2011). En Uruguay, en un analisis de
regresion de 19 afios (1976 a 1994), en 7 afios se han observado promedios de
rendimiento nacionales por debajo de los esperados. Estas fluctuaciones de
rendimiento fueron atribuidas a las enfermedades, dentro de las cuales se
destacan las royas y las manchas foliares (Diaz de Ackermann, citado por Diaz
de Ackermann, 1996). Las mermas de rendimiento nacionales oscilaron entre 4

13



y 44%. Las condiciones climaticas, directamente o a través de su efecto sobre
el desarrollo de las enfermedades, han sido sin duda las responsables de esos
bajos promedios nacionales (Diaz de Ackermann, citado por Diaz de
Ackermann, 1996).

Los hongos necrotréficos son los que se encuentran en los sistemas de
siembra directa y tienen mayores condiciones para reproducirse y alcanzar los
tejidos mas susceptibles de manera eficiente. Esta es una de las principales
razones por las cuales las enfermedades del trigo causadas por éstos parasitos
ocurren en forma mas temprana e intensa en el escenario productivo de
siembra directa (Diaz de Ackermann, 2011), sumado a la falta de cultivares con
niveles aceptables de resistencia genética (Gamba, 2011). La probleméatica
sanitaria de la cebada se hace aun mas importante por su incidencia en la
calidad maltera (Arias, citado por Gamba, 2011).

La mancha borrosa junto con la mancha en red y la fusariosis de la
espiga representan las limitantes principales para obtener rendimientos y
calidad de granos adecuados en los cultivos de cebada en Uruguay. La
magnitud de las pérdidas es funciéon de la enfermedad presente, del momento
del ciclo del cultivo en que la misma se establece, de la susceptibilidad del
cultivas, y de las condiciones ambientales imperantes (Gamba y Estramil,
Pereyra et al., citados por Silva, 2011).

Diaz de Ackermann y Kohli (1998), reportaron la ocurrencia de mancha
amarilla en el norte de Uruguay a principios de los afios 90, desde ese entonces
es la mancha mas predominantes en el norte del pais y en los sistemas de
siembra directa con rotaciones que incluyan trigo-trigo en su secuencia,
pudiendo generar pérdidas de entre un 3% y 84% (Diaz de Ackermann, 2011).

La incidencia y severidad de la mancha amarilla en trigo ha aumentado
principalmente por las practicas culturales, como la conservacién de suelos con
rastrojos en superficie rastrojos, minimo y cero laboreo; los cultivares y aumento
en el reconocimiento del hongo y de la enfermedad (Diaz de Ackermann, 2011).

Por su parte, la mancha borrosa puede aparecer en una amplia gama de
especies vegetales, siendo econOmicamente mas importante en trigo y cebada.
Existe una gran variabilidad genética del patdogeno con distintos grados de
virulencia, lo que determina distintos niveles de enfermedad en los cultivos
(Gamba, 2011).
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2.2 CONTROL BIOLOGICO

El conocimiento referente al comportamiento de algunos hongos como
antagonistas es esencial para su efectivo uso, debido a que pueden actuar
contra organismos blanco de varias formas constituyéndose en una alternativa
biologica al empleo de compuestos quimicos convencionales, considerados
nocivos para el medio ambiente (Jeffries y Young, citados por Tovar, 2008).

Mediante el uso de hongos y bacterias antagonistas se han podido
conocer estrategias con mayor potencial para el control de enfermedades
ocasionadas por patdgenos del suelo (Cook y Baker, 1983). El éxito de las
cepas de Trichoderma spp. como agentes de control biolégico es debido a su
alta capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo condiciones
ambientales desfavorables, eficiencia en la utilizacion de nutrientes, capacidad
para modificar la rizosfera, fuerte agresividad contra hongos fitopatégenos y
eficiencia en promocién de crecimiento en plantas e induccién de mecanismos
de defensa (Benitez et al., 2004). Estas propiedades han hecho que
Trichoderma se presente en cualquier habitat en una alta proporcién.

Segun Baker y Cook (1974), se define al control biolégico como la
reduccion de la densidad de in6culo o de la actividad patogénica de un
patdgeno, mediante uno o0 mas organismos, lograda de manera natural o a
través de la manipulaciéon del ambiente, del hospedero o del antagonista. Esta
es una definicion muy amplia que Mondino y Vero (2006) sintetizan en la
introduccién artificial de organismos antagonistas (agentes de control biolégico)
en el patosistema, para controlar el patégeno y favorecer a la planta,
reduciendo el inéculo del patégeno y/o la intensidad de los sintomas posteriores
a la infeccién.

En la naturaleza existe una interaccién continua entre los potenciales
patégenos y sus antagonistas de forma tal que estos ultimos contribuyen a que
no haya enfermedad en la mayoria de los casos; es decir, que el control
bioldgico funciona naturalmente (Cook y Baker, 1983). Los microorganismos
benéficos se encuentran naturalmente en el ambiente, manteniendo un
equilibrio dinamico con el resto de los microorganismos (Fajardo y Guzman,
2012).

En algunos casos el control biolégico ocurre naturalmente, sin la
intervencién humana. En otros, el hombre debe influir en mayor o menor grado,
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introduciendo cambios en el patosistema, de forma de poder favorecer la
ocurrencia del mismo (Mondino y Vero, 2006). Esta intervencion puede consistir
en seleccion y aumento de las poblaciones de microorganismos benéficos y su
posterior aplicacion masiva al cultivo (aumentativo), asi como practicas
culturales como ser la rotacién de cultivos (conservativo) que favorezca el
ambiente para el desarrollo de los agentes de control biolégico natural y sus
efectos (Andrade, 2012).

2.2.1 Agentes de control biolégico

Como agentes antagonistas han sido utilizados varios tipos de
microorganismos, entre ellos se encuentran bacterias, hongos filamentosos,
levaduras y virus, ademas de compuestos derivados de plantas y animales.

Para que un antagonista sea considerado como tal, debe ser capaz de
impedir que un patdgeno pueda colonizar un determinado ambiente, impidiendo
asi también, el inicio de la infeccion o la ocurrencia de niveles epifiticos de la
enfermedad (Martin, 2001).

Segun Vero (2006), los microorganismos utilizados como agentes de
control biolégico deben cumplir con una serie de requisitos, entre los cuales se
destacan:

Deben ser genéticamente estables

Efectivos a bajas concentraciones

Faciles de cultivar en medios sencillos y econémicos

Efectivos frente a un amplio rango de patégenos, pero sin provocar
efectos adversos en flora benéfica

Compatibles con otros métodos de control

No deben ser toxicos para humanos ni animales

No deben producir metabolitos toxicos en el sitio de accion

No deben ser fitotdxicos.
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2.2.1.1 Potencial de uso de Trichoderma como agente de biocontrol

Se conocen las capacidades de biocontrol de numerosos
microorganismos y sus metabolitos como Trichoderma spp., Bacillus spp,
Streptomyces spp, Pseudomonas spp, y sus mecanismos de accion como mico
parasitismo, antibiosis, competencia por nutrientes, resistencia inducida y/o
inactivacion de enzimas de patégenos (Gonzélez, 2001).

Trichoderma posee buenas cualidades para el control de enfermedades
en plantas causadas por patdégenos fungicos del suelo, principalmente de los
géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre otros
(Ezziyani et al., 2004). Las especies del género Trichoderma son los
antagonistas mas utilizados para el control de enfermedades de plantas
producidos por hongos, debido a su difusion, a su facilidad para ser aisladas y
cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero de sustratos y a que no
atacan a plantas superiores (Papavizas et al., citados por Ezziyani et al., 2004).
Trichoderma es el género de hongos méas estudiado como agente de control
biolégico de hongos fitopatégenos, ademas de presentar capacidad como
promotor de crecimiento vegetal (Cubillos et al., Andrade, Arias, citados por
Cevallos y Vivas, 2010).

2.2.2 Trichoderma spp.

2.2.2.1 Biologia y clasificacion

Clasificacion taxonémica:

Reino MYCETAE
Division EUMYCOTA
Subdivision DEUTEROMYCOTINA

Clase HIPHOMYCETALES
Orden HIPHALES
Género Trichoderma
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Trichodermaes un hongo cosmopolita, habitante natural del
suelo (Michel et al., 2001). El mismo coloniza una amplia gama de nichos de
suelo en lugar fresco y templado a los climas tropicales. Estos incluyen suelos
agricolas, forestales, pasturas y desierto. La naturaleza saprofitas de
Trichoderma hace que se sitien en los horizontes superiores del suelo (Domsch
et al., Hagn et al., Roiger et al., citados por Bora, 2013). Es considerado un
colonizador secundario dado su frecuente aislamiento a partir de la superficie
de raices de varias plantas y parasitando estructuras de diferentes hongos
patdbgenos, debido a la competencia por nutrientes y microparasitismo
(Camargo et al., citados por Tovar, 2008).

La alta versatilidad de este género hace que algunas especies de
Trichoderma hayan sido encontradas en ambientes extremos, donde las
condiciones adversas de potencial osmético alto representan un verdadero
desafio para la supervivencia de estos hongos, tal es el caso de la especie
Trichoderma viride (Moratto et al. 2005, Tovar 2008, Infante et al. 2009, Cano
2011). Por su parte, Trichoderma harzianum, se encuentra ampliamente
distribuido en la rizosfera de cultivos como el trigo, la papa y el tabaco, y
también puede ser aislado de las raices de las plantas perennes. Por lo tanto,
es posible decir que el género Trichoderma puede desarrollarse en un amplio
rango de habitats (Bora, 2013).

Las limitantes mas importantes que presenta el género Trichoderma para
el desarrollo de poblaciones para biocontrol son las referidas a las condiciones
ambientales necesarias para la proliferacion y dispersibn de determinadas
especies. La composicion, actividad, biomasa y biologia de las comunidades
microbianas en el suelo depende de importantes factores fisicos y quimicos
(Bourguignon, 2008).

Los parametros ambientales tales como temperatura, humedad,
atmosfera, pH, materia organica, contenido de nutrientes y tipos de plantas son
los factores claves que influyen en la colonizacion del suelo por las especies de
Trichoderma (Carreiro y Koske, Danielson y Davey, Domsch et al., Eastburn y
Butler, Klein y Eveleigh, Widden y Abitbol, citados por Bourguignon, 2008).

La gama de temperaturas a las que pueden crecer especies de
Trichoderma es bastante amplia, pudiendo ser tan baja como 0 °C para T.
polysporum y tan altas como 40 °C para T. koningii (Tronsmo y Dennis, Domsch
et al., citados por Bora, 2013). La temperatura no sélo afecta al crecimiento de
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especies de Trichoderma, también afecta a su actividad metabdlica,
especialmente la produccion de antibiéticos volatiles (Tronsmo y Dennis,
citados por Bora, 2013) y enzimas (Bourguignon, 2008).

La humedad y el agua del suelo son también factores importantes que
influyen en el establecimiento de las poblaciones de Trichoderma (Lavelle y
Espafa, citados por Bora, 2013). El potencial hidrico depende estrechamente
de la temperatura del suelo y se hace mas negativo a medida que aumenta la
temperatura (Dix y Webster, citados por Bora, 2013). El crecimiento de las hifas,
la produccién de esporas, su germinacion, y por consiguiente la actividad de
control biologico de especies de Trichoderma son generalmente afectados por
altos valores negativos de potencial hidrico del suelo (Clarkson et al., Eastburn
y Butler, citados por Bora, 2013).

La mayoria de las especies de Trichoderma requieren un bajo potencial
hidrico en el suelo para lograr un Optimo crecimiento y las poblaciones son
generalmente mas abundantes en el suelo humedo, especialmente en la
hojarasca humeda (Danielson y Davey, citados por Kubicek et al., 2008). A
pesar de ello, algunas especies como T. viride han sido capaces de lograr
crecimiento en los potenciales de agua en el suelo de -240 MPa (Domsch et al.,
citados por Bourguignon, 2008).

Trichoderma spp. presenta capacidad para tolerar condiciones extremas
de pH y salinidad (Widden y Scattolin, Jackson et al., citados por Argumedo et
al., 2009). El rango de pH para el desarrollo de Trichoderma spp. es amplio,
ubicandose entre 2.0 y 9.0 (Domsch et al., citados por Cruz, 2007), siendo el
optimo entre 4.5 y 6.0 (Agamez et al. 2009, Przybylowicz y Donoghue, citados
por Romero et al. 2012).

Debido al crecimiento extremadamente rapido y la gran produccion de
esporas, Trichoderma logra rapidamente colonizar el sustrato del suelo (Cook y
Baker, 1983).

El organismo crece y se ramifica mediante hifas fungicas tipicas de 5 a
10 micras de diametro. En la esporulacion asexual se producen conidios
unicelulares, generalmente de color verde (entre 3 y 5 m de diametro) que se
liberan en grandes cantidades. De forma intercalada pueden formarse
clamidosporas, también unicelulares, aunque dos o0 mas pueden estar
fusionados (Harrman et al., 2004).
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La mayoria de especies de Trichoderma no poseen reproduccion sexual
y estan adaptadas al ciclo de vida asexual (Chet, citado por Amboya, 2012); sin
embargo, se conoce la etapa sexual de unas pocas especies pero no son las
que se utilizan para control biolégico (Martinez, 2009). En ausencia de la
meiosis, la plasticidad cromosémica es normal, y las diferentes cepas tienen
diferentes nimeros y tamafos de cromosomas. La mayoria de las células
tienen numerosos nudcleos, con algunas células vegetativas que poseen mas de
100. Varios factores asexuales genéticos, tales como recombinacion
parasexual, mutacion y otros procesos contribuyen a la variacion genética entre
los nucleos en un solo organismo. Por lo tanto, estos microorganismos son muy
adaptables y evolucionan rapidamente. Existe una gran diversidad en el
genotipo y el fenotipo de las cepas silvestres (Harman et al., 2004a).

Trichoderma ademéas de ser abundante en suelos presenta gran
plasticidad ecoldgica y capacidad enzimatica para degradar varios sustratos
organicos, sumado a su versatilidad metabdlica y su resistencia a inhibidores
microbianos, hacen que el hongo posea la habilidad de sobrevivir en varios
nichos ecolégicos, dependiendo de las condiciones que prevalezcan y sobre las
especies involucradas (Tovar 2008, Infante et al. 2009).

Se han caracterizado algunas especies del género Trichoderma como
controlador biolégico de patdégenos de suelo tanto en asociacion con la planta
como a distancia por ser capaces de parasitar estructuras de resistencia y
propagacion de hongos fitopatégenos que se encuentran en el suelo. Las cepas
de diferentes especies del género Trichoderma han demostrado habilidad para
colonizar efectivamente la rizésfera, y en algunos casos llegar al interior de las
raices de plantas, logrando asi un efectivo control de patégenos radiculares
(Mondino y Vero, 2006).

Se han identificado mas de 100 especies diferentes dentro del género
Trichoderma, dentro de las cuales se ha destacado Trichoderma harzianum
como microorganismo controlador de hongos patdégenos, especie que ha
mostrado ser competidor ventajoso en la colonizacibn de sustratos y que
ademas es resistente a algunos compuestos quimicos de los pesticidas, siendo
capaz de asimilar una variedad de materiales complejos, como el Arachlor,
DDT, Aldrin, Dieldrin, Malation y Dalation (Harman y Kubicek, 1998).

Trichoderma harzianum (Rifai) utilizado como controlador biologico
muestra una amplia gama de accion sobre hongos fitopatbgenos de
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importancia, como ser Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Fusarium roseum
Link, Botrytis cinerea Pers, Rhizoctonia solani Kihn, Sclerotium rolfsii Sacc.
Sclerotinia spp., Pythium spp., Phytophthora spp., Alternaria spp., entre otros
(Infante et al., 2009).

Las especies de Trichoderma actian como hiperparasitos competitivos
produciendo metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas, ocasionando los
cambios estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacién, granulacion,
desintegracion del citoplasma vy lisis celular, encontrados en los organismos con
los que interactda.

El género Trichoderma es el mas utlizados para el control de
enfermedades de plantas producidos por hongos, esto se debe a su difusion, a
su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su rapido crecimiento en un gran
namero de sustratos y a que no atacan a plantas superiores (Papavizas et al.,
citados por Ezziyyani et al., 2004). Los mecanismos mediante los cuales
Trichoderma actia sobre los hongos fitopatdgeno pueden ser de tres tipos:
competicion directa por el espacio o por los nutrientes (Elad y Baker, Elad y
Chet, Chet e Ibar, Belanger et al., citados por Ezziyyani et al., 2004), produccién
de metabolitos antibidticos, ya sean de naturaleza volatil o no volatil (Chet et al.,
Sid Ahmed et al., Sid Ahmed et al., Infante et al., citados por Ezziyyani et al.,
2004) y parasitismo directo de determinadas especies de Trichoderma sobre los
hongos fitopatdogenos (Yedidia et al., citados por Ezziyyani et al., citados por
Ezziyyani et al., 2004).

Trichoderma spp. posee resistencia innata a fungicidas agricolas, siendo
la misma variable segun cepa. Segun Woo et al., citados por Rossi (2010), la
presencia de un gran niamero de proteinas afectivas para el transporte ubicadas
en la membrana celular es la razon principal que explica el alto nivel de
resistencia innata de estos hongos a una gran variedad de productos quimicos
y toxinas naturales producidas por otros hongos.

2.2.2.2 Morfologia y caracteristicas culturales

Las colonias de Trichoderma se desarrollan muy rapido en PDA (Potato
Dextrosa Agar), a una temperatura Optima de 25°C-30°C (Cruz 2007,
Papavizas, Klein y Eveleigh, citados por Tijerino 2010, Vargas et al. 2012),
formando colonias de 35-41um durante las primeras 24 horas, después de las
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96 horas de crecimiento coloniza toda la caja de Petri. Su crecimiento va
formando una colonia delgada sobre la superficie del agar, debido a la
conidiacién que presenta a través de su desarrollo. Las colonias al comienzo
son lisas o0 casi transparentes y algunas veces blancas, posteriormente se
presentan micelio aéreo, blancos y algodonosos, conformando una red densa,
responsable del pigmento caracteristico (Barnett y Hunter, citados por Tovar,
2008).

Al microscopio, el micelio es ralo y fino. Los conidiéforos son ramificados
y se presentan como penachos compactados formando anillos con un sistema
de ramas irregular de manera piramidal. Estos terminan en fialides donde se
forman las esporas asexuales o conidios. Los conidios aseguran las
generaciones del hongo durante gran parte del periodo vegetativo de las
plantas (Rifai, citado por Infante et al., 2009). Ademas de los conidioforos, las
esporas pueden producirse sobre fidlides que emergen directamente del micelio
(Rifai, citado por Baker y Cook, 1983). Este mecanismo de esporulacion es lo
gue le permite al género colonizar rapidamente los sustratos organicos.

2.2.2.3 Mecanismos de antagonismo

Existen diferentes mecanismos de accion a través de los cuales las
especies del género Trichoderma regulan el desarrollo y proliferacion de
hongos. Pueden dividirse en mecanismos de accion directa sobre el hongo
fitopatdgeno, dentro de los cuales se destacan la competencia por nutrientes y
espacio, el micoparasitismo y la antibiosis; y mecanismos de accion indirecta,
como lo son la induccién de resistencia, la detoxificacion de toxinas excretadas
por patdgenos y la desactivacion de enzimas de estos durante el proceso de
infeccion. Los mecanismos de accion directa se ven favorecidos por la habilidad
de los aislamientos de Trichoderma para colonizar la rizésfera de las plantas
(Infante et al., 2009).

Competencia por nutrientes y espacio

En este caso, Trichoderma compite con el microorganismo,
imponiéndose uno de ellos por ser capaz de procurarse de manera mas rapida
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y eficiente los nutrientes y/o el sitio necesario para desarrollarse (Mondino y
Vero, 2006).

La competencia se define como la interaccion de dos o mas organismos
ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la
utilizacion de este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio
disponible para los demas (Ahmad et al., Hjeljord et al., citados por Infante et
al., 2009).

Las especies de Trichoderma son consideradas competidores agresivos,
debido a su capacidad de presentar rapido crecimiento y colonizacién del
sustrato, plasticidad ecoldgica, y capacidad de sobrevivir en condiciones
extremas de pH, temperatura y humedad. Se ha constatado que Trichoderma
spp. presenta gran capacidad de establecimiento en la rizosfera, generando
disminucién del establecimiento de microorganismos patégenos debido a su
alto potencial de utilizacion de los recursos (CO, y espacio) en esa zona.

Trichoderma compite fundamentalmente por carbono, nitrato y hierro
(Sivan y Chet, citados por Martinez et al.,, 2013). La alta velocidad de
crecimiento y la secrecion de metabolitos de diferente naturaleza son las
principales cualidad que presenta Trichoderma como antagonista. Ademas
presenta gran capacidad para obtener moléculas de ATP a partir de diferentes
azucares abundantes en la rizosfera, como celulosa, quitina y glucanos (Chet et
al., Benitez et al., citados por Rossi, 2010), y gran eficacia en el transporte de
glucosa frente a otros hongos (Delgado et al., Benitez et al., citados por Rossi,
2010).

Antibiosis

Se entiende por antibiosis a la inhibicion o lisis del patdgeno por
productos metabdlicos provenientes del antagonista, incluyendo agentes liticos,
enzimas, toxinas, entre otros. Este tipo de interaccion generalmente se define
como el antagonismo indirecto, ya que no hay contacto hifal (Dix y Webster,
citados por Infante, 2009). La produccién de enzimas hidrolizadoras de
compuestos de la pared celular de los hongos por parte de los agentes de
biocontrol, es una de las estrategias para limitar el desarrollo de los patégenos
(Rossi, 2010).
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Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios con
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos sin la necesidad de
establecer contacto fisico entre con ellos, a estos se los denomina antibibticos
(Dennis y Webster, Hjeljord et al., citados por Martinez, 2013). EI modo de
accion de estas sustancias es mediante la alteracion de la membrana celular
del patégeno, de modo de que se sucedan desequilibrios osmaticos internos,
los cuales van a derivar en desordenes intracelulares.

Trichoderma tiene la capacidad de secretar distintos compuestos
antifangicos simultdneamente, lo que disminuye el riesgo de aparicion de
microorganismos resistentes a estos metabolitos (Martinez et al., 2013). Sin
embargo, algunos autores opinan que la antibiosis no debe ser el principal
mecanismo de accién de un antagonista, ya que existe el riesgo de aparicién de
cepas del patégeno resistentes al antibidtico. En la practica uno de los
antecedentes ha sido el caso de la aparicibn de cepas de Agrobacterium
tumesfaciens resistentes al Agrosin 84, un antibiético producido por una cepa
de Agrobacterium radiobacter (Infante et al., 2009).

Dennis y Webster, citados por Infante (2009), relacionaron la actividad
antibiética de Trichoderma spp. con compuestos no volatiles, entre los que se
encontraban uno identificado como trichodermina y otros metabolitos
peptidicos. Se ha detectado que la mayoria de las cepas de Trichoderma spp.
producen sustancias antibidticas volatiles y no volatiles, dentro de los cuales se
puede destacar gliotoxina, gliovirina, viridina, pironas, y antibiéticos de
naturaleza peptidica como alameticina y suzukamicina (Vey et al., citados por
Vero, 2006); ademas puede secretar isocianatos, peptaiboles y tricholinas
(Ozbay y Newman, 2004). Para algunos de estos antibiéticos se ha demostrado
actividad contra patogenos fungicos y bacterianos, como es el caso de las
tricokininas producidas por cepas de Trichoderma koningii (Xiao-Yan et al.,
citados por Vero, 2006), de las cuales se demostré presentan actividad in Vitro
contra Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani
(Vero, 2006).

Generalmente la antibiosis ocurre en sinergia con el micoparasitismo
(Schirmbock et al., citados por Infante et al.,, 2009), donde las enzimas
hidroliticas permiten que el antibiético penetre en las células del huésped. A su
vez, los antibidticos pueden inhibir la sintesis de la pared celular y, por tanto,
mejorar la accion de las enzimas hidroliticas (Lorito et al., citados por Infante et
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al., 2009). También pueden afectar el hongo objetivo a través de una serie de
mecanismos tales como la inhibicion del crecimiento, la produccién de
metabolitos primarios, la absorcidén de nutrientes y esporulaciéon (Howell, Wilcox
et al., citados por Infante et al., 2009). Los compuestos volatiles tienen un efecto
esencialmente fungistatico, debilitan al patdgeno haciéndolo mas sensible a los
compuestos no volatiles, lo que se conoce como un “hiperparasitismo” de origen
enzimatico (Martinez et al., citados por Infante et al., 2009).

Al igual que micoparasitismo, la antibiosis es especifica de cada especie
de Trichoderma, y se obtienen diferentes resultados de control frente al mismo
patdgeno.

Microparasitismo

Se denomina microparasitismo a la capacidad de un organismo de
degradar y asimilar hongos, y se puede definir generalmente como antagonismo
directo. El organismo microparasito debe ser capaz de colonizar un hongo vivo,
degradar sus paredes celulares, asimilar y nutrirse a partir del contenido celular
del mismo.

El proceso de micoparasitismo presenta varias etapas (Chet et al. 1998,
Harman 2006, Howell 2003, Harman 2006, Woo et al. 2006):

1. Crecimiento quimiotréfico: las especies de Trichoderma detectan a distancia
al hospedante, haciendo que sus hifas crezcan quimiotropicamente en direccién
hacia éste.

2._Reconocimiento: las investigaciones realizadas sugieren que existe una alta
especificidad entre las especies de Trichoderma y los hongos fitopatdgenos,
siendo la etapa fundamental para continuar con el proceso de antagonismo
(Chet y Benhamou, citados por Infante et al., 2009). El reconocimiento se
realiza a través de interacciones lectinas-carbohidratos, siendo que las primeras
se encuentran involucradas en las interacciones entre los componentes de la
superficie de las células y su ambiente extracelular (Barondes, citado por
Chet et al., 1998).

3._Adhesion y enrollamiento: si la respuesta al reconocimiento es positiva, las
hifas de Trichoderma se adhieren a las del hospedante mediante la formacion
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de estructuras similares a ganchos y apresorios, enrollandose alrededor de
estas (Chet y Benhamou, citados por Infante et al., 2009). Segun Chet y Elad,
citados por Martinez et al. (1994), la adherencia de las hifas
de Trichoderma ocurre gracias a la asociacion de un azucar de la pared del
antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno.

4. _Actividad litica: en esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas
extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas Yy proteasas,
degradadoras de las paredes celulares del hospedante, permitiendo la
penetracion de las hifas de Trichoderma. Trichoderma harzianum produce
relativamente altas concentraciones de enzimas degradantes de la pared
celular de los hongos, como a-1,3-glucanasas (Ozbay y Newman, 2004), con
capacidad de inhibir la germinacion de esporas o el crecimiento de patégenos
en cooperacion sinérgica con quitinasas y antibiéticos (Tovar et al., 2008).

Induccidén de resistencia y promocion del crecimiento vegetal

La induccion de mecanismos de resistencia a enfermedades se activa
mediante sistemas de reconocimiento especificos por los cuales la planta
reconoce el ataque de un patdégeno (Hutcheson, Madriz, citados por Rossi,
2010). Se puede inducir resistencia localizada o sistémica a las enfermedades
mediante la liberacién de metabolitos, los cuales promueven la produccion de
etileno o de fitoalexinas terpenoides por la planta, ambos involucrados en la
resistencia de la planta frente a patégenos (Howell et al., 2000).

Se han identificado tres tipos de compuestos producidos por cepas de
Trichoderma spp. que son responsables de inducir resistencia en las plantas,
entre ellas se encuentran: proteinas con funciéon enzimatica, homélogos de
proteinas, oligosacaridos y otros compuestos de bajo peso molecular, los
cuales son liberados desde el hongo o pared celular de la planta por la actividad
de enzimas de Trichoderma spp. (Baker et al., 1997).

Cepas especificas del género Trichoderma penetran y colonizan los
tejidos de las raices de las plantas, e inician una serie de cambios morfolégicos
y bioquimicos en ella, los cuales son parte de la respuesta de defensa de la
planta, lo que conduce a la resistencia inducida sistémica en toda la planta. Se
ha demostrado que aplicaciones de Trichoderma harzianum en las hojas de
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plantas que presentaban infecciones de moho gris producido por Botrytis
cinerea, generaron una reduccion de la severidad de la enfermedad foliar entre
un 25 a 100% (Ozbay y Newman, 2004).

La promocion del crecimiento vegetal por especies de Trichoderma
puede llevarse a cabo directamente mediante el estimulo de la absorcion de
nutrientes por la planta (Kleifeld y Chet 1992, Ousley et al. 1994) o por
metabolitos secretados promotores del crecimiento vegetal, tales como
hormonas (Windham et al., 1986).

Segun Valencia et al., Cubillos et al., citados por Rossi (2010), las
sustancias producidas por Trichoderma harzianum (auxinas, citoquininas,
etileno y acido acético), acttan como catalizadores de los tejidos
meristematicos primarios en las partes jévenes de la planta, acelerando su
reproduccion celular, haciendo que la planta se desarrolle mas rapido en
comparacion con plantas que no han sido tratadas con este agente. Contreras
et al.,, citados por Rossi (2010), comprobaron el efecto beneficioso de
Trichoderma harzianum sobre el sistema radicular, hallando que las plantas de
Arabidopsis inoculadas con este agente aumentaron su volumen de raices
laterales de 4 a 6 veces.

Inactivacion de las enzimas del patbgeno

La inactivacion de enzimas patogénicas es otro mecanismo de biocontrol
gue presentan algunas especies del género Trichoderma, las cuales fueron
capaces de suprimir la accién de enzimas como pectinasas, cutinasas,
glucanasas y quitinasas, en hasta un 50% de su actividad (Gonzélez et al.,
2010).

2.2.2.5 Antecedentes en el uso de Trichoderma spp. como biofungicida en
cultivos agricolas

Trichoderma es uno de los hongos beneficiosos mas versatiles y
polifacéticos que abunda en los suelos, no se le conoce actividad patdgena
sobre ninguna planta (Andrade, 2012). Puede desarrollarse en una amplia
gama de sustratos, lo cual facilita su produccibn masiva para uso en la
agricultura. Su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y hébitat,
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donde los hongos son causantes de diversas enfermedades, le permiten ser
eficiente agente de control; de igual forma pueden sobrevivir en medios con
contenidos significativos de pesticidas y otros quimicos (Reyes et al., 2002).

La capacidad antagonica de Trichoderma spp. ha sido demostrada frente
a patdgenos como Rhizoctonia solani, Sarocladium spp. Sclerotinia spp.
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloesporioides,
Phytophthora nicotianae, entre otros (Bettiol 2006, Tovar 2008, Santander
2012).

Trichoderma spp ha sido exitosamente utilizado como controlador
biolégico de patégenos en la superficie de plantas cruciferas, solanaceas y
gramineas (Rai y Singh, 1980). En ensayos de inoculacién con Trichoderma en
aguacate como antagonista de Phytophthora cinnamomi y Rosellinia necatrix,
bajo condiciones de campo realizadas por LOpez-Herrera et al. (1999), se
observé una reduccién de la densidad de in6culo de los distintos aislados de
Trichoderma entre el inicio del experimento y la cuarta semana de haber
ocurrido la inoculacién. Al finalizar el experimento, se encontré que la densidad
de indculo de los patdgenos en los tratamientos inoculados con Trichoderma
era sensiblemente menor respecto al testigo sin inocular con agente
antagonista.

Haugaard et al. (2001), en su experimento de invernadero probaron que
plantas de cebada inoculadas con extracto de micelio y filtrado de cultivos de
siete diferentes hongos, existia una proteccion efectiva contra el patégeno B.
graminis f.sp. hordei. En comparacion con el testigo sin tratar, se obtuvo una
reduccion de la enfermedad de entre un 70-98%. Ademas se constaté que el
efecto antagonista del extracto micelial persistié6 durante al menos tres dias
luego de la inoculacién, siendo detectada su maxima expresion después de las
dos horas de inoculacion. Las colonias del patbgeno que se desarrollan sobre
hojas tratadas con micelio de Trichoderma presentan un crecimiento y
esporulaciébn menor que colonias creciendo en el testigo sin tratar, lo que deriva
en una reducciéon de infecciones secundarias. Los mecanismos de control que
se presume sean los responsables de estos resultados son: competencia
directa con el patégeno y resistencia inducida. La proteccién conferida por la
inoculacion con el extracto micelial fue solo local, no se extendié mas alla del
area tratada (a lo largo de la hoja y de hoja en hoja).
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Muioz et al. (2001), comprobaron en ensayos de invernadero, que
mediante la inoculaciébn de cepas de Trichoderma harzianum en un suelo
previamente solarizado, es posible lograr un excelente efecto antagonista sobre
R. solani, posiblemente debido a la reduccién de microorganismos nativos y a
una mayor oportunidad de colonizar rapidamente el suelo, mientras que en
ensayos de campo la actividad antagonista fue media a aceptable.

Perell6 et al. (2003), realizaron un ensayo acerca de la eficacia de
Trichoderma como controlador de Pyrenophora tritici-repentis, agente causal de
mancha amarilla en trigo. Las pruebas realizadas en invernadero indicaron que
siete de las 15 cepas probadas como antagonista tuvieron efecto significativo
en la supresion de P. tritici-repentis, atribuyendo este resultado a la capacidad
de Trichoderma de competir con el patdbgeno por nutrientes y espacio.

Salehpour et al. (2005), realizaron un ensayo de invernadero en el cual
sembraban macetas con semillas previamente tratadas con una solucién de
micelio de cepas de Trichoderma, sobre suelo infectado con Bipolaris
sorokiniana. Encontraron que todas las cepas de Trichoderma disminuyeron la
severidad de la pudredumbre radicular en trigo, causada por B. sorokiniana, en
comparacion con el testigo sin inocular con el antagonista. Ademas el
tratamiento con Trichoderma promovié el crecimiento de las plantas, con
aumentos en altura de planta, peso fresco y seco de brotes y raices.

Perell6 et al. (2006), evaluaron la capacidad de cepas de Trichoderma
como controladores biologicos de Septoria tritici en trigo en condiciones de
campo. Encontraron que todas las cepas de Trichoderma reducian la severidad
de la enfermedad en comparacion con el testigo sin antagonista, al ser aplicado
sobre la semilla o en suspension foliar, obteniendo en algunos casos un
porcentaje de control similar que con la aplicacion de fungicidas. Estos
resultados varian con el método de aplicacion (sobre la semilla o foliar), cultivar
y etapa fenoldgica del cultivo, siendo mayor el control en estadios tempranos.

Martinez et al. (2008), midieron la eficacia de Trichoderma como
biocontrolador de Rhizoctonia solani en arroz. Comprobaron que tres de las
siete cepas aisladas de Trichoderma presentaban un comportamiento
antagonico estable y destacado, con eficacia mayor al 90%. Gonzales et al.
(2005), obtuvieron alta efectividad de control sobre R. solani, realizando
tratamientos con inoculacion de Trichoderma cada 15 dias hasta el final del
ciclo del cultivo.
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Pereyra et al. (2005), bajo condiciones semi-controladas de campo,
evaluaron el efecto de la aplicacion de un preparado comercial de Trichoderma
harzianum sobre el rastrojo de trigo, en la colonizacion de éste por Gibberella
zeae, y en la produccion de peritecios y ascosporas. En ninguno de los
tratamientos se observdO un efecto significativo en la reduccion de la
colonizacion del rastrojo por G. zeae. No obstante, los rastrojos inoculados con
T. harzianum, presentaron una significativamente menor produccion de
peritecios por mm? de rastrojo, a los tres meses de haber aplicado el
antagonista.

Gilbert e Inch (2007), estudiaron el efecto de cinco aislados de
Trichdoerma harzianum en la produccion de peritecios de Gibberella zeae en
rastrojo de trigo bajo condiciones de campo. Luego de 30 a 60 dias de haberse
inoculados los aislados de Trichoderma sobre el rastrojo de trigo, el nUmero de
peritecios de G. zeae disminuyd significativamente. Fernandez, citado por
Conde (2011), encontr6 una reduccion significativa en la produccion de
peritecios de Gibberella zeae y en la produccion de ascosporas en los
tratamientos se aplicd T. harzianum en rastrojo de trigo como biocontrolador.

Amin y Haggag (2001), mediante un ensayo de invernadero, demostraron
la capacidad de algunas especies de T. harzianum y T. hamatum de disminuir la
incidencia de podredumbre de raiz en girasol, causada por el agente Fusarium
solani. Ademas se evidencio la existencia de una interaccion Trichoderma-
Fusarium-nematodos, indicando una mayor reduccion de los porcentajes de
plantas con podredumbre de raiz cuando se presentaba este complejo.

En un ensayo de invernadero, Mao et al. (1997), trataron semillas de
maiz con una suspension de Trichoderma viride, para probar la eficacia del
mismo como antagonista de los agentes causales de podredumbre de la semilla
y damping-off (Pythium ultimum, P. arrhenomanes, y Fusarium graminearum).
Encontraron que las semillas sin tratar con agente biocontrolador, presentaron
entre un 20% y 40% de germinacion, contra un 87-90% de las semillas tratadas,
como resultado de la reduccién de la severidad de la podredumbre de raiz,
ademas de incrementar el peso fresco y altura de planta. Howell (2001), en
algoddén encontré que la eficiencia del biocontrol de las cepas de Trichoderma
spp. en prevenir el sindrome de damping-off en pre-emergencia, se debia a la
metabolizacidon de estimulantes de la germinacion del patégeno que emanaban
de las semillas. Cepas pertenecientes a las especies T. virens y T. koningii
promovieron la produccién de terpenos en las raices de algodén, de los cuales
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se conoce poseen actividad antibacteriana, antifangica, antivirica, y
antiparasitaria (Savoia et al., Trombetta et al., Chinworrungsee et al., citados
por Tijerino, 2010).

Trichoderma spp. también ha sido utilizado como microorganismo
promotor del crecimiento vegetal. Ferraris y Faggiolo (s.f.), inocularon semillas
de trigo con una solucién hifal de Trichoderma que luego fueron sembradas en
condiciones de campo. Se determind que la inoculacién con el promotor de
crecimiento incrementd el rendimiento, el nUmero de granos y el peso unitario
de éstos. Otras investigaciones indican que raices profundas de maiz
colonizadas por cepas de Trichoderma aumentaron su nimero, mejorando la
resistencia del cultivo a la sequia, ademas de haber demostrado requerir hasta
40% menos de fertilizacion nitrogenada. Ademas, segun Bellones et al., citados
por Ezziyyani et al. (2004), en las plantulas crecidas a partir de semillas
tratadas con T. harzianum, el porcentaje de germinacion, el peso seco, y la
longitud de las plantulas fue superior al de las no tratadas, lo que indica mayor
absorcion de nutrientes.

2.2.2.6 Ambientes que favorecen el desarrollo de comunidades de Trichoderma
spp.

Las practicas culturales pueden ser adecuadamente combinadas para
beneficiar a las poblaciones naturales de microorganismos de control biolégico
(Actinomycetes, Trichoderma spp., y Gliocladium spp.).

El género Trichoderma ha demostrado ser capaz de colonizar la
rizosfera. La naturaleza saprofitica del género implica que las variaciones en la
concentracion de materia organica que se dan en el sistema a través de la
rotacion de cultivos y el flujo de carbono, pueden influir en el crecimiento, la
diversidad, la funcionalidad o la actividad de control biolégico en el campo
(Hang et al., 2003).

La relacién C:N tiene mas influencia en el crecimiento de los hongos que
la concentracion de carbono en el perfil. La relacion optima de C:N varia entre
especies, siendo para T. viride TV-1 de 10:1 a 40:1. Esta relacion también
afecto la esporulacion de los hongos, siendo lo optima para T. viride 160:1. La
relacion C:N tuvo efecto sobre la esporulacion de cepas de T. viride TV-1 en la
que una concentracién méas baja de carbono (6 gl™) fue beneficioso para su
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esporulacion (Gao et al., 2006). En un trabajo realizado por Pérez et al. (2009),
donde se evalué la incidencia de distintos tipos de laboreo del suelo sobre las
comunidades de microorganismos en el mismo, si bien no se observaron
diferencias significativas en el nimero de UFC/gr de suelo de Trichoderma spp.
y Gliocladium spp. entre los distintos sistemas de laboreo, si se registraron
diferencias significativas en el total de hongos Actinomicetes, siendo 400%
mayor bajo siembra directa que en labranza convencional.

Broker et al. (1988), demostraron que las poblaciones de hongos
aisladas fueron consistentemente mayores en residuos de maiz que en los de
trigo. El tamafio de las poblaciones microbianas en suelo fue similar. La mayor
cantidad de Trichoderma spp. fue aislada durante el segundo verano de la
rotacion, pero estos niveles disminuyeron sustancialmente al tercero.

Durante seis ciclos agricolas, Lipps et al. (1991), tomaron muestras de
rastrojo de una rotacién de soja, mani y maiz, bajo dos sistemas de laboreo
(convencional y siembra directa), con el fin de cuantificar las poblaciones de
microorganismos del suelo. La mayor cantidad de Actinomicetes, Trichoderma
spp., Y Gliocladium spp. se registraron cuando el maiz era el cultivo anterior. En
cuanto a los sistemas de laboreo, las poblaciones de los tres grupos de
microorganismos fueron mayores en mani bajo siembra directa, que bajo
laboreo. En estas condiciones, se registrd6 una menor incidencia de Sclerotinia
minor y Fusarium solani, evidenciando un posible control biol6gico de estos
patdgenos. Fue cuantificada una mayor cantidad de cepas de Trichoderma spp.
de plantas pertenecientes a la rotacibn maiz-soja que bajo cultivo continuo de
maiz. El porcentaje de plantas conteniendo las cepas T. koningii y T. harzianum
es inferior al 14%. (Lipps et al., 1991). El laboreo afect6 el porcentaje de plantas
que contenian cepas de Trichoderma en los tejidos de tallo y corona, en
comparacion con el tratamiento de siembra directa, el cual presenté mayor
porcentaje de plantas con Trichoderma spp. Segun Whitney y Mortimer, citados
por Lipps et al. (1991), las poblaciones de Trichoderma aumentan en sistemas
de siembra directa y en laboreo en aquellas areas donde se acumulan residuos
de maiz. Estos autores ademas indican la existencia de algun tipo de relacion
parasitaria entre Trichoderma y el maiz.

Vargas et al. (2005) evaluaron el efecto de la labranza y las rotaciones
sobre las poblaciones de agentes de biocontrol en el suelo, como
Actinomycetes, Trichoderma spp. y Gliocladium spp. En general, encontraron
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mayor numero de poblaciones de biocontroladores en cultivos sembrados sobre
rastrojo de maiz que sobre rastrojo de soja u otra leguminosa, debido
principalmente al mayor aporte de materia organica al suelo por parte del
rastrojo de la graminea. El efecto es mayor en sistemas de cero laboreo en
comparacion a laboreo convencional.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

El estudio fue realizado en el laboratorio de la unidad de Fitopatologia de
la Estacion Experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC), en el departamento de
Paysandu, durante el periodo marzo a diciembre de 2011.

3.2 SELECCION DE LAS CEPAS DE Trichoderma Y PATOGENOS

Para el estudio se utilizaron 26 cepas nativas de Trichoderma
pertenecientes a la coleccion de Fitopatologia, EEMAC. En el set de cepas
seleccionadas para este estudio se encuentran representadas 7 especies
aisladas de suelo y rastrojo de un experimento de rotaciones situado en el
potrero 36 de la EEMAC. La identidad de estas cepas fue confirmada por
técnicas moleculares (Villar et al., 2011). Se seleccionaron al azar cepas de las
especies encontradas para proceder a la caracterizacion de la capacidad
antagonica ante Bipolaris sorokiniana y Pyrenophora tritici-repentis, totalizando
26 cepas en estudio.

Cuadro No. 2 Lista de cepas de cada una de las especies de Trichoderma
utilizadas en las pruebas de antagonismo. Se indica ademas el sustrato del cual
fueron aisladas.

H. T. L . T. . T. T.

- .. T.koningiopsis . T. atroviride

lixii gamsii spirale tomentosum hamatum
S75 S10 S249  S143 R212 R408 R487 R511 S77
R185 R122 R355 S279S449 R403 R454 R492 R546 S85
R200 R524 R435 R474 R495 R555-5 S354

R: obtenidas de rastrojo S: obtenidas de suelo

La capacidad antagonica de estas cepas fue evaluada contra los
patdgenos Pyrenophora tritici-repentis (agente causal de la mancha amarilla del
trigo) cepa DTR 60, y Bipolaris sorokiniana (agente causal de la mancha
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borrosa en cebada), cepa B5.01.008, ambas provenientes de la coleccion de
INIA La Estanzuela, y cedidas por la Dra. Silvia Pereyra.

3.3 PRUEBAS DE ANTAGONISMO IN VITRO

Para evaluar la capacidad antagonica de las 26 cepas de Trichoderma
frente a los distintos patégenos (Pyrenophora tritici-repentis y Bipolaris
sorokiniana), fueron realizadas tres pruebas in vitro.

3.3.1 Cultivos duales de patégeno-antagonista

Se sembraron en una misma placa de Petri con medio PDA (Potato
Dextrose Agar), un disco de agar conteniendo micelio del patégeno, y otro con
micelio de Trichoderma, ambos discos median 5 mm de didmetro y estaban
separados entre si por 4,5 cm, y a 2 cm del borde de la placa (Morton y
Stroube, 1955). El testigo correspondio a la siembra de un solo disco de agar
por placa conteniendo micelio del patdbgeno de manera de observar el normal
desarrollo del mismo. Estas placas fueron incubadas en camara de crecimiento
a 25 °C, en oscuridad, durante 15 dias.

La prueba se realiz6 enfrentando las 26 cepas de Trichoderma contra
cada uno de los patégenos.

3.3.1.1 Interaccidon miceliar

Siguiendo la metodologia de Reyes et al. (2008), fueron tomadas
muestras de la zona de interaccion patdgeno-antagonista de las placas
pertenecientes a la prueba de cultivos duales, y colocadas en portaobjeto para
ser observadas en microscopio éptico, de modo de poder evaluar la existencia
de algun tipo de micoparasitismo (penetracion, lisis, enrollamiento). El
procedimiento se repitié por triplicado para cada cepa de Trichoderma spp.

3.3.2 Produccién de compuestos volatiles antifingicos

La metodologia utilizada para esta prueba fue la descripta por Cabrera
(2009). Se sembro en el centro de una placa de Petri con medio PDA un disco
de 5 mm de diametro de micelio del patdgeno, y en otra placa contiendo el

35



mismo medio, un disco también de 5 mm de diametro de micelio de la cepa de
Trichoderma en cuestion, ambos micelios provenian de cultivos con 48 h de
crecimiento. Las placas sin sus respectivas tapas, se colocaron una sobre la
otra (el patdogeno fue situado arriba de modo de evitar que la esporas de
Trichoderma, de facil dispersion, cayeran sobre la placa del patégeno), y fueron
selladas con parafilm, para luego ser incubadas en camara de crecimiento a 25
°C en oscuridad, durante 5 dias. Como Testigo, para determinar el crecimiento
del patégeno en ausencia de Trichoderma, en ambas placas se sembraron
discos de agar con micelio del patdgeno. Este procedimiento se realizé con las
26 cepas de Trichoderma.

3.3.3 Produccién de compuestos solubles antifungicos en medio liguido

Para realizar esta prueba se tomo en cuenta la metodologia utilizada por
Cabrea (2009). La misma consisti6 en inocular en matraces de 50 ml
conteniendo medio YES (extracto de levadura 2 %, sacarosa 15 %) con las
distintas cepas de Trichoderma, los cuales provenian de un cultivo de siete dias
a 25 °C, sin agitacion. Al final de este lapso el sobrenadante del cultivo fue
filtrado con filtros con poros de 0,45 um para obtener un filtrado libre de células.
El mismo fue incorporado a igual volumen de PDA con doble concentracién de
agar y vertido en placas de Petri. Como Testigo, se prepararon las placas
agregando igual volumen de medio YES pero sin inocular. Sobre estas placas
se sembr6 luego un disco de micelio de 5 mm de didmetro del patégeno y se
incubo a 25 °C, en oscuridad.

3.4 DETERMINACIONES

3.4.1 Cultivos duales de patégeno-antagonista

Para estimar la capacidad antagonica de las cepas a los 3, 5, 10 y 15
dias de haber sembrado las placas con los discos de micelio se determiné:

- radio de avance del patégeno en direccion al antagonista (mm),
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- diametro mayor de la colonia del patégeno (mm) (para estos dos
casos se cuantificd la capacidad antagonica como porcentaje de
inhibicion del crecimiento de la colonia del patdogeno en relacién al
Testigo),

- tipo de reaccion en la interaccion:

0. no hay contacto de la colonia de Trichoderma con la colonia
del patégeno

1. hay contacto entre la colonia de Trichoderma y la colonia del
patégeno, pero no hay crecimiento de una sobre la otra

2. sobrecimiento de la colonia de Trichoderma sobre la del
patdgeno

-coloracion de la colonia del patégeno:

0. no hay cambios de color de la colonia del patdégeno
respecto al Testigo

1. el color del borde de la colonia del patégeno difiere de la
del Testigo

2. el color de toda la colonia del patégeno difiere de la del
Testigo

-Tasa de crecimiento del patégeno (TC):
rf-ri/tf-ti, donde:
rf: radio de avance al final del experimento,
ri: radio de avance en la primera medicion del experimento.

Tf-ti: tiempo durante el cual transcurrio el experimento.
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3.4.2 Produccién de compuestos volatiles antifingicos

Para cuantificar el antagonismo se tomaron medidas del diametro mayor
de la colonia del patégeno y de la colonia de la cepa de Trichoderma al dia 2, 3
y 5 luego de haberse sembrado las placas, expresando la capacidad antagonica
de la cepa de Trichoderma como el porcentaje de reduccion de crecimiento de
la colonia del patdgeno respecto al Testigo.

3.4.3 Produccién de compuestos solubles antifiingicos en medio liquido

Se evaluo el didmetro mayor de las colonias de los patégenos al dia 2, 3
y 4 luego de haber sido sembradas en las placas.

La capacidad antagonica de Trichoderma se expres6 como el porcentaje
de reduccion del crecimiento de las colonias en las placas con filtrados, con
respecto al Testigo sin filtrado de Trichoderma.
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3.5 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental utilizado en las tres pruebas in vitro fue de
parcelas completamente aleatorizadas (DCA), donde la unidad experimental fue
la placa de Petri. Los tratamientos estan dados por las distintas cepas de
Trichoderma mas el Testigo, el cual consiste en el patdgeno creciendo sin la
presencia del antagonista, totalizando 27 tratamientos. ElI numero de
repeticiones dependié de la prueba, siendo 5 para cultivos duales, 3 para
produccion de compuestos volétiles y 3 para compuestos antifangicos solubles.
Todas las repeticiones de cada experimento fueron realizadas al mismo tiempo.

3.5.1 Modelo estadistico

Yij=u+Ti+ P+ (TP)ij + ej

i=1,2 (patdgenos)

j=1...27 (tratamientos)

Yij= variable (diametro mayor colonia patégeno, radio colonia patégeno)
Ti= efecto relativo del patégeno

Pj= efecto relativo del antagonista

(TP)ij= interaccion cepa del antagonista-patégeno

Eij= Efecto del error

Se realizé analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de comparaciéon de
medias a través del test de Tukey con probabilidad de 5%, utilizando el paquete
estadistico Infostat. Ademéas se calcularon los coeficientes de correlacion de
Pearson a partir de los promedios generales de las variables estudiadas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EVALUACJON DEL POTENCIAL DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO
DEL PATOGENO EN CULTIVOS DUALES

Todas las cepas de Trichoderma spp. lograron inhibir el crecimiento de
ambos patdgenos en porcentajes que van del 73% al 84% para el caso de
Pyrenophora tritici-repentis y del 60% y 70% para Bipolaris sorokiniana, en
relacion al crecimiento de los mismos sin el antagonista, a los diez dias de
crecimiento (Figuras No. 6y 7).
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Figura No. 6. Inhibicion del crecimiento de Pyrenophora tritici repentis frente a
las distintas cepas de Trichoderma en cultivos duales de patégeno-antagonista
promedio de 5 repeticiones, expresado en relacion al crecimiento del patégeno
en medio de cultivo sin el antagonista, y medido a los 10 dias de crecimiento.
Medias con distinta letra difieren significativamente (Tukey; p=0.05).
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Figura No. 7. Inhibicion del crecimiento de Bipolaris sorokiniana frente a las
distintas cepas de Trichoderma en cultivos duales de patégeno-antagonista
promedio de 5 repeticiones, expresado en relacion al crecimiento del patégeno
en medio de cultivo sin el antagonista, a los 10 dias de crecimiento. Medias con
distinta letra difieren significativamente (Tukey; p=0.05).

Se observd una significativa variabilidad inter- e intra-especifica de la
capacidad antago6nica de Trichoderma, siendo a su vez diferente el efecto de
cada cepa sobre cada patdgeno. Frente a P. tritici-repentis, la capacidad
antagonica de las distintas cepas de Trichoderma spp. difirid significativamente
segun la cepa. La inhibicidon observada con las cepas S143, S279, y R355 fue
significativamente mayor que la obtenida con las cepas S10 y S85. Sin
embargo, la diferencia absoluta entre los extremos es reducida (Figura No. 6).

Si bien la variabilidad en el comportamiento de las cepas de Trichoderma
spp. frente a B. sorokiniana mostré diferencias estadisticamente significativas
entre las cepas S143 con la R408 y S354, la capacidad de inhibicion del
crecimiento del patégeno fue muy similar para todas las cepas (Figuras No. 6,
7).

En las confrontaciones patdégeno-antagonista se pudo observar una zona
de inhibicién progresiva del crecimiento del patdgeno explicada por la mayor

41



velocidad de crecimiento de Trichoderma, y un sobrecrecimiento del patdogeno
por parte del antagonista. Estas reacciones coinciden con Casimiro (2001),
Ezziyyani et al. (2004). Este contacto entre ambos microorganismos permite la
accion parasitica de Trichoderma, que se manifiesta por la inhibicién del
crecimiento micelial no so6lo por compartir el mismo sustrato sino también por la
liberacion de antibidticos y enzimas tales como B-1,3- glucanasa, quitinasa,
proteasa y celulasa. Estos compuestos actian como degradadores de la pared
celular, jugando un importante papel en el micoparasitismo (Lorito et al.,
Papavizas y Lumsden, Herrera et al., Sid Ahmed et al., citados por Ezziyyani et
al., 2004). Posteriormente se observd que Trichoderma invadié completamente
las placas, presentando abundante esporulacibn no solo en la zona de
interseccion con el patdgeno sino incluso sobre éste (Figuras No. 8, 9, 10y 11).
Esto ocurrio frente a ambos patégenos, donde el grado de esporulacion
dependié de la cepa de Trichoderma y de la interaccién cepa antagonista-
patdgeno.
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Figura No. 8. Crecimiento de la cepa de Pyrenophora tritici-repentis enfrentada
con las cepas R403 y R546 de Trichoderma en prueba de cultivos duales a los
5, 10 y 15 dias de crecimiento.

Figura No. 9. Crecimiento de la cepa de Pyrenophora tritici-repentis en
presencia de las cepas S77 y R122 de Trichoderma en prueba de cultivos
duales a los 5, 10 y 15dias de crecimiento.
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Figura No. 105. Crecimiento de la cepa de Bipolaris sorokiniana en presencia
de las cepas de Trichoderma R408 y S449 en prueba de cultivos duales a los 5,
10y 15 dias de crecimiento.

Figura No.11. Crecimiento de la cepa de Bipolaris sorokiniana en presencia de
las cepas de Trichoderma R200 y S354 en prueba de cultivos duales a los 5, 10
y 15 dias de crecimiento.
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El crecimiento de ambos patégenos medido como radio de avance de las
colonias a los 10 dias se clasifico en tres categorias contemplando el rango del
crecimiento de las mismas de forma arbitraria. Para el caso de P. tritici -repentis
en presencia de Trichoderma alcanzaron radios considerablemente inferiores al
testigo (P. tritici-repentis creciendo sin presencia de Trichoderma), donde solo
una colonia logré un radio superior a 1,5 cm (Cuadro No. 3).

Contrariamente, se observé que para el caso de las colonias de B.
sorokiniana, solo la cepa S143 limité al patdgeno a un crecimiento inferior a 2,5
cm de diametro, mientras que ante la mayoria de las cepas se observo un
crecimiento en un rango de 2,5y 3,0 cm, y varias cepas permitieron un
crecimiento del patdégeno que superd los 3,0 cm de didmetro (Cuadro No. 4). De
todos modos, como se mencion6 al analizar el porcentaje de inhibicién, todas
las cepas redujeron sensiblemente el crecimiento de B. sorokiniana respecto al
testigo sin presencia de Trichoderma spp.

Cuadro No. 3. Radio de avance de las colonias de Pyrenophora tritici-repentis
en cultivos duales frente a las distintas cepas de Trichoderma, medido a los 10
dias de crecimiento.

Cepas de Trichoderma Radio de
Avance

R185, R200, R355, R403, R408,R435, R495,R524, R546, S143, <10

S279, S75 '

R122,R212,R454,R474,R487,R492,R511.R555- 10<r>15

5,510,S354,S449,S77 ' '

S85 r>1,5

r Testigo* 5,84

*Pyrenophora tritici- repentis sin la presencia de antagonista en la placa.
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Cuadro No. 4. Radio de avance de las colonias de Bipolaris sorokiniana en
cultivos duales frente a las distintas cepas de Trichoderma, medido a los 10
dias de crecimiento.

Cepas de Trichoderma Radio de
Avance
S143 r<0,5
S77, S249, S279, R524, R492, S85, R185, R474, S10, 0.5<r>1 0
R546, S449, R454, R122, R555.5, R435, R487, R511, S75 ' '
R403, R355, R495, R212, S354, R200, R408 r>1,0
r Testigo* 3,56

*Bipolaris sorokiniana sin la presencia de antagonista en la placa.

4.1.1 Tasa de crecimiento del patégeno

Para confirmar la modificacion en el crecimiento de los patégenos por
accion del antagonista se midio su tasa de crecimiento (TC).

El crecimiento de ambos patégenos se redujo frente a todas las cepas de
Trichoderma, con valores superiores al 90% (en referencia al testigo, patégeno
creciendo sin presencia de antagonista) para la mayoria de los casos, mientras
gue en otros consiguid la detencion total del crecimiento (Cuadro No. 5). Esta
reduccion en la TC de dichos patégenos enfrentados a Trichoderma coincide
con Guigbn et al. (2010), quienes observaron una reduccién en el crecimiento
de los patdégenos frente a cepas de Trichoderma en todos los ensayos,
deteniéndose cuando el micelio del mismo entra en contacto con el antagonista.
El grado de inhibicion de las cepas de Trichoderma oscilé entre 44% y 64%.
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Cuadro No. 5. Tasa de crecimiento (TC) promedio por dia para Bipolaris
sorokiniana y Pyrenophora tritici repentis frente a Trichoderma spp, a los 10
dias de crecimiento, expresada como porcentaje del crecimiento del patdégeno
en las placas testigo.

_ . TC Promedio
Especie de Cepa Trichoderma TC Promedio deB. 4o b yyjgic.
Trichoderma

sorokiniana(%) repentis (%)

H. lixii S75 50 1,9
R185 4,2 3,1
R200 1,7 0,6
T. atroviride R408 0,8 0,0
R454 0,009 1.9
R474 2,5 2,5
R487 0,006 0,0
R492 1,7 0,0
R495 1,7 0,0
T. gamsii S10 78,3 0,6
R122 1,7 3.8
R524 2,5 0,6
T. hamatum S77 0,8 1,9
S85 1,6 23,1
S354 0,8 0,6
T. koningiopsis S249 10,8 0,0
R355 0,0 0,0
R435 1,7 0,0
S143 0,014 0,0
S279 2,5 0,0
S449 0,8 0,6
T. spirale R212 5,8 6,2
R403 0,8 1,3
T. tomentosum R511 0,8 0,6
R546 5,8 0,0
R555-5 5,8 3,1
Patégeno  sin
antagonista Testigo 0,64 0,8533
(mm)

4.1.2 Tipo de reaccion en la interaccion

Para varias cepas se observd enlentecimiento del crecimiento del
patdgeno en comparacion al testigo, cuando aun no habia contacto entre las
colonias, evidenciando la existencia de algin mecanismo de antagonismo que
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no necesariamente requiere del contacto entre las hifas de ambos hongos. Esta
inhibicién pre-contacto podria explicarse por la produccion de sustancias con
efecto antibiético, como son los compuestos liticos, enzimas y toxinas (Frioni
1999, Infante et al. 2009, Kurioka et al. 2013).

Si bien al final de este periodo, la mayoria de las cepas de
Trichoderma habian crecido por encima del patégeno cubriendo la totalidad de
la placa, se observaron distintos patrones de crecimiento de las colonias de
patdogeno y del antagonista. Similares resultados fueron mencionados por
Perellé et al. (2003), quienes observaron dos patrones de inhibicion de la
colonia de P. tritici-repentis. En primer lugar la colonia del patégeno presenta un
borde definido de crecimiento, rodeado por Trichoderma, y posteriormente las
colonias del patégeno fueron cubiertas por las cepas del antagonista.

Cuadro No. 6. Patrones de crecimiento de las cepas de Trichoderma frente a
Bipolaris sorokiniana, evaluados a los 10 dias de crecimiento.

Especie de

Trichoderma Cepade Trichoderma

Patron de crecimiento

T. gamsii R122, R524
. lixii R185, R200
Sobrecrecimiento de S249, R355, R435, S143, S279,
Trichoderma T. koningiopsis S449
T. spirale R212, R403
T. atroviride R474, R408, R487, R492, R495,
S354, S77
Contacto en los bordes de T a_tro_\/|r|de R454
las colonias H. lixxi . S75
T. gamssi S10
Sin contacto de las T tomentosum
colonias ' R511, R555-5

Pese a las diferencias en las caracteristicas de crecimiento de las
colonias de Trichoderma spp., todas lograron inhibir el crecimiento de B.
sorokiniana. La mayoria de las cepas de Trichoderma spp. lograron crecer por
encima de la colonia de B. sorokiniana tan pronto como al tercer dia luego de la
siembra en placa, y detener el crecimiento del patbgeno al quinto dia,
evidenciando su alta capacidad para el crecimiento y colonizacion bajo
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condiciones de humedad y temperatura constantes. En el caso de la interaccion
de Trichoderma spp. con P. tritici-repentis no fue posible diferenciar estos
patrones de crecimiento, ya que todos los aislados sobrecrecieron al patdgeno,
posiblemente debido a su rapido desarrollo, por lo que las determinaciones
debieron haberse realizado probablemente antes que para B. sorokiniana. Estos
patrones de inhibiciébn fueron similares a los encontrados por Perell6 et al.
(2003), Moénaco et al. (2004), quienes infieren que esto estaria relacionado a
distintas estrategias de antagonismo por parte de los patégenos.
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Figura No.12. Relacién existente entre el porcentaje de inhibicion de Bipolaris
sorokiniana y el porcentaje de inhibicion Pyrenophora tritici repentis de las
cepas de Trichoderma en la prueba de cultivos duales, evaluado a los 10 dias
post-inoculacion

Las cepas de Trichoderma evaluadas en general presentaron altos
valores de inhibicion del crecimiento de ambos patdgenos en la prueba de
cultivos duales, sin presentar una relacién de algun tipo (r*=0.0025, Figura No.
12). Como se observa, hay un comportamiento similar entre especies pero no
dentro de estas, existiendo poca variabilidad.
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4.1.2.1 Interaccién miceliar

Se pudo comprobar la ocurrencia de parasitismo de las distintas cepas,
donde se observaron hifas del patégeno parasitadas, conteniendo crecimiento
de hifas de Trichoderma dentro del talo del patégeno (Figura No. 13d). Esto
coincide con lo observado por Perello et al. (2003), Ménaco et al. (2004), San
Martin et al. (2012), quienes encontraron diferencias morfolégicas en las hifas
del patdbgeno como ser plasmdlisis y vacuolizacion de las hifas, y micelio con
aspecto toruloso y procesos de enrrollamiento circular, en la zona préxima al
contacto con el antagonista en relacién al control (patégeno sin presencia de
antagonista). En la Figura No. 13b se observa como una hifa de Trichoderma
enrolla a una de B. sorokiniana, mientras que en las Figuras No. 13a, 13c y 13d
se observan hifas de Trichoderma parasitando a hifas del patégeno.

Figura No0.13. Interaccion entre Bipolaris sorokiniana y distintas cepas del
antagonista Trichoderma en cultivos duales observados en microscopio optico.
Las flechas en cada imagen indican la presencia de Trichoderma creciendo
sobre las hifas del patégeno (b) o dentro de las hifas del patdgeno (a, c, d).
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4.2 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE |INHIBICION DEL
CRECIMIENTO DEL PATOGENO DEBIDO A COMPUESTOS
VOLATILES ANTIFUNGICOS

Los resultados indican que los compuestos voléatiles producidos por las
cepas evaluadas producen una mayor inhibicién en el crecimiento de Bipolaris
sorokiniana que de Pyrenophora tritici-repentis (Figura No.14). Frente a B.
sorokiniana los valores méximos alcanzaron hasta el 40% de inhibicion del
crecimiento, existiendo diferencias significativas entre la cepa S75 y el testigo;
mientras que frente a P. tritici repentis fueron menores al 25% (Figura No.15). A
su vez, hubo cepas que no lograron inhibir el crecimiento del patégeno (S85,
S279, R454, R511).
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Figura No. 14. Efecto de las distintas cepas de Trichoderma inhibiendo el
crecimiento de Pyrenophora tritici-repentis en la prueba de compuestos
volatiles. Medias con distinta letra difieren significativamente (Tukey, p=0.05).
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Figura No. 15. Efecto de las distintas cepas de Trichoderma inhibiendo el
crecimiento de Bipolaris sorokiniana en la prueba de compuestos volatiles.
Medias con distinta letra difieren significativamente (Tukey, p=0.05).

Por otra parte, mediante este ensayo puede comprobarse que
Trichoderma spp. no solo actua teniendo contacto directo con el patégeno, sino
que lo hace a distancia mediante la produccién de compuestos inhibitorios
como metabolitos volatiles. La produccion de metabolitos secundarios por
Trichoderma depende de la cepa, e incluye metabolitos volatiles y no volatiles
(Vinale et al., citados por Corallo, 2012). Los metabolitos voléatiles tienen un
efecto fungistatico, y debilitan al patégeno haciéndolo mas sensible a los
antibioticos no volatiles (Kubicek et al. 1998, Druzhinina y Kubicek 2005,
Martinez et al. 2013).

Los resultados obtenidos en los ensayos indicarian una menor
sensibilidad de P. tritici-repentis a los metabolitos volatiles producidos por
Trichoderma spp. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Dal Bello
et al. (1997), quienes observaron una fuerte inhibicion del crecimiento de B.
sorokiniana y P. tritici-repentis, cuando fueron expuestos a una misma cepa de
Trichoderma, siendo mayor el efecto antagdnico sobre B. sorokiniana.

Los compuestos volatiles producidos por algunas cepas de Trichoderma,
favorecieron el crecimiento de P. tritici-repentis en vez de inhibirlo (S279, R511
y R454) (Figura No. 14). Esto posiblemente es debido a los cambios en las
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atmosferas internas de las placas de Petri en cuanto a la concentracién de los
gases como dioxido de carbono, el cual en altas concentraciones puede
estimular el crecimiento y esporulacion de determinadas especies de hongos
fitopatdgenos, en este sentido Dal Bello et al. (1997) encontraron resultados
similares en ensayos de antagonismo con Rhizoctonia solani y Alternaria citri
frente a Trichoderma.

Segun Bell y Wheeler (1986), Decal y Melgarejo (1994), los metabolitos
volatiles afectan el proceso de melanizacion de las colonias de los hongos
fitopatdogenos, impidiendo el oscurecimiento de las hifas y/o la formacion de
esclerocios, disminuyendo asi el poder infectivo de los patégenos.
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Figura No.16. Relacion existente entre el % de inhibicion de Bipolaris
sorokiniana y el % inhibicibn de Pyrenophora tritici- repentis causado por
distintas cepas de Trichoderma en prueba de compuestos volatiles.

No hubo una relacion definida entre la inhibicibn del crecimiento de
ambos patdgenos en este ensayo (r*=-0,00033), siendo en general muy limitado
el efecto sobre ambos patégenos, principalmente P. tritici-repentis (Figura No.
16).
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Se observaron modificaciones en las caracteristicas morfologicas de las
colonias de los patégenos, como por ejemplo decoloracién. Dal Bello et al.
(1997), encontraron cambios en la coloracion de las colonias, y disminucién en
la formacion de estructuras reproductivas, esclerocios y conidios, reduciendo
asi su eficiencia patogénica. En el mismo sentido, Reyes et al. (2008), sugieren
que el antagonista excreta antibioticos volatiles con un efecto fungistatico, que
debilita al patégeno y lo hace mas sensible a los metabolitos solubles, por lo
que podria inferirse que el efecto combinado de ambos mecanismos lograria
una sinergia tal que maximizaria el efecto inhibitorio del antagonista.
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Figura No. 176. Relacion existente entre la inhibicién del crecimiento causada
por distintas cepas de Trichoderma en las pruebas de cultivos duales y
compuestos volatiles para Pyrenophora tritici-repentis. R?=0,066.
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Figura No. 18. Relacion existente entre la inhibicién del crecimiento causada por
distintas cepas de Trichoderma en las pruebas de cultivos duales y compuestos

volatiles para Bipolaris sorokiniana r*=0,10.

Trichoderma fue altamente eficiente como antagonista sobre ambos
patégenos, existiendo poca variabilidad en los resultados para ambas pruebas,
aunque la inhibicién observada fue sensiblemente mayor en los cultivos duales
en relacion a compuestos volatiles. A su vez, no se encontrd una relacion entre
la capacidad antagdénica de Trichoderma spp. mediante la produccion de
compuestos volatiles y cultivos duales (Figuras No. 17 y 18), esto indicaria que

los mecanismos de antagonismo son independientes.
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4.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE INHIBICION DEL
CRECIMIENTO DEL PATOGENO DEBIDO A LA PRODUCCION DE
COMPUESTOS ANTIFUNGICOS SOLUBLES EN MEDIO LIQUIDO

La capacidad antagonica de Trichoderma sobre hongos fitopatégenos
previo al contacto entre hifas se explica por la liberacion al medio de
metabolitos con poder fungistatico, los cuales pueden inhibir el crecimiento de
los patdgenos sin necesidad de hacer contacto fisico con ellos. Se presume que
estas sustancias solubles son de caracter similar a antibiéticos (Martinez y
Solano, citados por Martinez et al., 2013). Estos antibioticos crearian zonas de
inhibicion donde el patdogeno no lograria desarrollarse, pudiendo ser ademas
consecuencia de la falta de nutrientes o de la presencia de acidos producidos
por los antagonistas (Sleesman y Leben, citados por Linhares, 1995).

La capacidad de inhibicion de las cepas de Trichoderma para ambos
patégenos fue bastante similar cuando se analizé el promedio de todas las
cepas (30 y 33% para P. tritici-repentis y B. sorokiniana, respectivamente,
Figuras No. 19 y 20). Sin embargo, se observdé una gran variabilidad entre
cepas, donde hay cepas que logran inhibir el 100% del crecimiento del
patdgeno (R474), mientras que en otros casos el antagonista no tiene ningun
efecto sobre el crecimiento del patégeno (S75 para B. sorokiniana y R185 para
P. tritici-repentis). Observandose incluso diferencias intraespecificas, donde
cepas pertenecientes a la misma especie tienen efectos contrastantes sobre el
patdgeno, como es el caso de T. hamatum (cepas S85 y S354) y H. lixii (cepas
R524 y R185). Esto concuerda con los resultados obtenidos por Sanmartin et
al. (2012) en un ensayo donde utilizaron Trichoderma asperellum como
antagonista de Fusarium sp. y Colletotrichum gloeosporioides, quienes
observaron diferencias inter e intra especificas en la capacidad antagonica de
T. asperellum, donde los valores de inhibicion de crecimiento para Fusarium sp.
oscilaban entre 18, 2% y 4,6%; mientras que para C. gloeosporioides, los
valores iban de 74% a 16, 1% para las mismas cepas estudiadas.
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Figura No. 19. Capacidad antagonica de las cepas de Trichoderma spp. sobre
Pyrenophora tritici repentis estimada mediante la produccion de compuestos
solubles. Medias con distinta letra difieren significativamente (Tukey p=0.05).
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Figura No. 20. Capacidad antagonica de las cepas de Trichoderma spp. sobre
Bipolaris sorokiniana mediante la formacién de compuestos solubles. Medias
con distinta letra difieren significativamente (Tukey p=0.05).
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En el caso de B. sorokiniana la mayoria de las cepas de Trichoderma
lograron reducir el crecimiento del patdgeno, existiendo diferencias significativas
entre las cepas. Frente a B. sorokiniana las cepas con mayor eficiencia de
inhibicion fueron R524 y R474, ambas también mostraron ser las mas eficientes
frente a P. tritici-.repentis. Aqui también se pueden observar diferencias
intraespecificas, como la observada para T. gamsii (S10 vs R524).

Trichoderma atroviride presentd una eficiencia variable entre las cepas
frente a P. tritici-repentis. Una cepa de T. atroviride (R474) mostro alta
capacidad antagonica frente a ambos patdgenos, mientras que hay cepas que
presentan los valores mas bajos de inhibicion en ambas situaciones (R495).

Linhares et al. (1995) clasificaron a las cepas de Trichoderma segun el
nivel de eficiencia por su capacidad para inhibir el crecimiento radial del
patégeno en tres niveles:

-Eficientes (E): cepas que inhiben el crecimiento del patégeno entre un 80% y
100%.

-Moderadamente eficientes (M): Cepas que inhiben el crecimiento del patégeno
entre un 51% a 79%.

-Ineficientes (I): aquellas cepas que no logran superar el 50% de inhibicion del
crecimiento del patégeno.
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Cuadro No. 7. Nivel de eficiencia de las cepas de Trichoderma en la prueba de
cultivos difusibles frente a Bipolaris sorokiniana y Pyrenophora tritici-repentis. E:
eficiente, ME: medianamente eficiente, I: ineficiente.

Bipolaris sorokiniana Pyrenophora tritici-repentis
E ME I E ME I
R474 R492 S75 R200 | R474 R492 S249  S77

R487 R185 R495 | R524 S354 R511
R454 S279 R435 | S85 R185 S449
S10 R546 R5:5' R454
R511 S449 S279 R200
S249  S85 S75 R495
S354 R408 R355 R487
R5555' S77 S10 R435
R403 R524 R212 R546
R355 R212 R403 R408

Para ambos patdgenos, son pocas las cepas que logran un nivel de
eficiencia aceptable, siendo sélo la cepa R474, la que mostré alta eficiencia
ante ambos patdgenos.
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Figura No. 21. Relacién entre el % de inhibicién del crecimiento de Pyrenophora
tritici repentis y Bipolaris sorokiniana determinada mediante la exposicién de
ambos patdégenos a compuestos solubles producidos por distintas cepas de
Trichoderma.

Para el caso de la prueba de compuestos solubles no hay relacién clara
entre la capacidad antagénica de Trichoderma spp. frente a ambos patégenos
(r>=0,40), indicando un comportamiento diferencial de la accién antagénica de la
cepa frente a los distintos patdégenos (Figura No. 21). De todas maneras, hay
cepas que presentan comportamiento similar frente a cada patégeno.

Hubo cepas de Trichoderma con alta eficiencia observada en cultivos
duales y compuestos volatiles que no mostraron similar eficiencia mediante
compuestos solubles, como por ejemplo la cepa S75 (Figuras No. 19 y 20). Al
igual que en compuestos volatiles, no existe contacto directo entre las hifas de
los hongos (Correa et al., 2007), siendo la inhibiciébn por antibiéticos el
mecanismo de antagonismo actuante, difiriendo el origen de los mismos.
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Reyes et al. (2008), sugieren que el antagonista libera antibioticos
volatiles con un efecto fungistatico, que debilita al patégeno y lo hace mas
sensible a los metabolitos solubles, por lo que podria inferirse que el efecto
combinado de ambos mecanismos (produccion de compuestos volatiles y de
compuestos difusibles) lograria una sinergia tal que maximizaria el efecto
inhibitorio del antagonista.

Los resultados obtenidos en las distintas pruebas indican una gran
variabilidad en la eficiencia antagonica de las cepas segun el mecanismo de
accion que se trate y segun la cepa a la que se enfrentan. Hay cepas que
presentaron buena eficiencia frente a ambos patdgenos, como es el caso de la
S143 para cultivos duales, mostrando inespecificidad en su eficiencia. Por otro
lado, hay cepas que presentan una eficiencia antagénica similar frente a un
mismo patdgeno independientemente del mecanismo de antagonismo que se
evalle, como es el caso de R555-5.

Figura No.22. Colonias de Bipolaris sorokiniana (a y b) y Pyrenophora tritici-
repentis (c y d) creciendo en prueba de cultivos difusibles a los 7 dias post-
inoculacion.
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A modo de resumen se realiz6 un cuadro comparativo de los resultados
obtenidos en las tres pruebas de antagonismo para ambos patégenos. Se
ordenaron las cepas segun su capacidad antagonica sobre ambos patdgenos.
Los resultados indican que la capacidad antagonica de las cepas fue muy
variable dependiendo del patdgeno objetivo y del mecanismo de accion
evaluado. Esto evidencia, por un lado, la gran especificidad que hay entre la
cepa del antagonista y el patégeno, y por el otro la eficiencia del mecanismo
antagonico de cada cepa. Existen cepas que muestran niveles de antagonismo
similares en las tres pruebas, como es el caso de R212 y R408 para P. tritici-
repentis, y S143 y R555-5 para B. sorokiniana. También se encontraron cepas
gue siempre se mantienen en torno a un grado de eficiencia como antagonista
determinado, tal es el caso de R435 y R474 para P. tritici-repentis, y R122 y
R487 para B. sorokiniana. Por otro lado, se observan cepas como la S10 que
para ambos patdgenos y frente a todas las pruebas se mantiene siempre en los
valores mas bajos de efectividad.
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Cuadro No. 8. Caracterizacion de la capacidad antagénica de las cepas de
Trichoderma estudiadas frente a Pyrenophora tritici-repentis, segun las distintas
pruebas realizadas (cultivos duales, compuestos volatiles, compuestos
solubles). Las letras indican eficiencia antagonica: A: alta, I. intermedia, B: baja,
sd: sin datos.

Pyrenophora tritici- Cultivos Compuestos Compuestos
repentis duales Volatiles solubles

S10 |
S75 |
S77
sS85
R122
S143
R185
R200
R212
S249
S279
S354
S355
R403
R408
R435
S449
R454
R474
R487
R492
R495
R511
R524
R546
R555-5
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Cuadro No. 9. Caracterizacion de la capacidad antagonica de las cepas de
Trichoderma estudiadas frente a Bipolaris sorokiniana, segun las distintas
pruebas realizadas (cultivos duales, compuestos volatiles, compuestos
solubles). Las letras indican eficiencia antagonica: A: alta, I: intermedia, B:
baja, sd: sin datos.

Cultivos Compuestos Compuestos

Bipolaris sorokiniana L
P duales Volatiles solubles

S10 I
S75
S77
S85
R122
S143
R185
R200
R212
S249
S279
S354
S355
R403
R408
R435
S449
R454
R474
R487
R492
R495
R511
R524
R546
R555-5 I | |
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5. CONCLUSIONES

Las cepas de Trichoderma estudiadas lograron inhibir el crecimiento de
Bipolaris sorokiniana y Pyrenophora tritici-repentis. La prueba de cultivos duales
fue la que mostré los mejores resultados (mayor inhibicién) para ambos
patégenos, especialmente para P. tritici-repentis. De todas maneras existe una
clara interaccidbn entre patdégeno-antagonista que define la eficacia de
Trichoderma como agente de biocontrol mediante distintos mecanismos
(competencia por el sustrato, antibiosis, microparasitismo). La evaluacion
mediante cultivos duales permiti6 una evaluacibn mas integral de los distintos
mecanismos de antagonismo de cada cepa.

Se observdé una clara diferencia en la capacidad inhibitoria del
crecimiento de los patdgenos por parte de las distintas especies de
Trichoderma evaluadas, destacandose la capacidad antagénica de T. atroviride.
Ademas, se comprobd que distintas cepas de la misma especie lograron
resultados muy variables en su accidon antagbénica, como se observd por
ejemplo para T. hamatum (cepas S85y S354).

A su vez, las distintas cepas presentaron distinta capacidad antagénica
segun el método utilizado. Estos resultados remarcan la importancia de realizar
una caracterizacion mediante distintos métodos de forma de tener una
estimacion mas completa de la misma.

Los buenos resultados obtenidos en las pruebas in vitro, presentan como
promisorias a varias de las cepas de Trichoderma estudiadas, para una
eventual evaluacion de desempefio en condiciones de campo, mediante la
formulacion de un biofungicida que aporte al manejo integrado de las
enfermedades.

La variabilidad inter e intra especifica de las cepas de Trichoderma, sus
mecanismos de accidn, la relacion patégeno-antagonista, sugieren que para la
formulacion de fungicidas biologicos se deberia tener en cuenta mas de una
cepa de Trichoderma, de modo de complementar mecanismos de accion frente
a los patdgenos, asi como adaptacion y desarrollo en el ambiente, lo que
determinara su eficacia.
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6. RESUMEN

La mancha amarilla y la mancha borrosa son dos de las enfermedades mas
importantes en cereales de invierno causando pérdidas en rendimiento y
disminucién en la calidad de los granos. La siembra directa y el largo
insuficiente de rotacion de cultivos, han llevado a un aumento en los niveles de
enfermedades en los cultivos de invierno (trigo y cebada), con un sustancial
incremento del uso de fungicidas con el objetivo de disminuir la interferencia de
las enfermedades sobre la produccién. Urge la necesidad de buscar alternativas
que reduzcan la presion de in6culo de los patdgenos, que permitan un uso mas
eficiente de los recursos productivos. Es en este marco donde el uso de
biocontroladores como Trichoderma podria aportar a reducir el inéculo de
patdgenos necrotrofos sobreviviendo en los rastrojos. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la capacidad antagdnica in vitro de distintas cepas de Trichoderma
frente a los patdgenos Pyrenophora tritici repentis y Bipolaris sorokiniana. El
potencial antagénico de las distintas especies de Trichoderma contra ambos
patdogenos fue determinado en pruebas de cultivos duales, produccion de
compuestos volatiles, y produccion de compuestos solubles, en condiciones
controladas de laboratorio. Todas las cepas de Trichoderma estudiadas en
condiciones in vitro presentaron capacidad antagonica de forma significativa,
difiriendo la eficacia segun el método de evaluacién in vitro realizado. No se
observd una relacion clara entre la capacidad antagOnica entre las distintas
pruebas, evidenciando el involucramiento de distintos mecanismos o
compuestos segun el método utilizado. Los resultados sugieren que
Trichoderma spp. tiene un alto potencial para ser utilizado como agente de
biocontrol, por lo cual deberéa estudiarse si estos mecanismos son efectivos en
condiciones de campo, lo cual podria resultar como una nueva alternativa de
manejo a integrar al resto de las medidas utilizadas.

Palabras clave: Control biolégico; Enfermedades foliares; Trigo.
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7. SUMMARY

Tan spot and spot blotch are two of the most important diseases on winter
cereals, causing loss of vyield and decreased grains quality.
Production systems under no-till and inappropriate crop rotation have led to a
substantial increase of leaf diseases of winter crops (wheat and barley),
increasing therefore the use fungicides to control these diseases. Thus, the
screening for alternative methods of disease control is highly needed. Biological
control agents like Trichoderma could colonize plant residues and antagonize
plant pathogens surviving on that substrate, reducing the inoculum pressure.
The aim of this study was to evaluate in vitro antagonistic ability of several
strains of Trichoderma against Pyrenophora tritici repentis and Bipolaris
sorokiniana. The antagonistic capacity of Trichoderma strains against the
pathogens was tested on different in vitro technics, such as dual culture, volatile
compounds production, and soluble comppound production. All Trichoderma
strains analyzed in vitro conditions showed significant antagonistic ability,
differing according to the test. There were no correlation among antagonistic
capacity determined among different tests, most probable explained by the
involvement of different mechanisms of action measured in each test.
Results suggest that Trichoderma spp. has a high potential to be used as a
biocontrol agent, however further investigation is needed to evaluate its
effectiveness under field conditions, and its potential as an emerging alternative
to incorporate to the rest strategies in the integrated diseases management.

Keywords: Biological control; Leaf diseases; Wheat.
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