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RESUMEN: En el contexto de una agricultura sustentable @deslos biocontroladores en el manejo
sanitario de plagas es una herramienta muy imperfgara disminuir la aplicacion de agroquimicos
que resultan perjudiciales para la salud humananedio ambiente. Bajo esta perspectiva este twabaj
evaluo en condiciones de laboratorio la capacidégaganista de aislamientos nativosTdiEehoderma

sp. frente al hongo fitopatogeBotrytis cinereaPara ello se trabajo con 11 cepas sobre las que se
evalué competencia por sustrato, hiperparasitigmagcionarin situ y a distancia a través de la
produccién de metabolitos. Todas las cepas evaduadatraron capacidad inhibitoria sobresaliendo
Cepa cétedra por su mejor accionar conjunto.

Palabras clave:Botrytis cinereaTrichodermasp., biocontrolador, frutilla.
INTRODUCCION

La necesidad de producir grandes cantidades derali® ha llevado al hombre a emplear cada vez
mayor cantidad de agroquimicos de sintesis paisdeszdr esta demanda. Esto provoca la degradacion
de los ambientes, la alteracion del equilibrio difgd de los ecosistemas terrestres y acuaticoacon
consiguiente pérdida de biodiversidad, el uso pacmnal de los suelos y del agua, la aparicion de
patdgenos resistentes, el surgimiento de nuevagagqlda acumulacién de residuos téxicos, la
eliminacién de enemigos naturales y de microorgamssresponsables de la degradacién de la materia
organica y del control biolégico, ademas de laipscia de estos productos en el ambiente y en los
alimentos. Esta situacion ha llevado a los invasiiges a buscar alternativas en el manejo sanitario
los cultivos (Zapatat al, 2012).

La agricultura organica se caracteriza por la aplém de técnicas que evitan el uso de fertilizagte
plaguicidas sintéticos con el proposito de obtemer produccion agropecuaria limpia y sostenible. En
este contexto las plagas deben ser controladasi@dio de practicas que equilibren e incrementen la
nutricién del suelo y produzcan un alto grado déviglad biolégica. Ello involucra procedimientos
culturales que incluyan abonos verdes, controbhiob, y control mecanico para romper el cicloale |
plaga. Uno de ellos es la aplicacion @iechodermasp., hongo biocontrolador y promotor de
crecimiento de plantas (Zapahal, 2012). Su utilizacién resulta una herramientadrtgnte, de bajo
costo y de alta eficacia para el control biologleogpatogenos de plantas (Endara Betjal, 2009). Es
ampliamente usado en agricultura debido a su Halilpara colonizar sustratos rapidamente, inducir
resistencia sistémica adquirida en plantas, prom@ecrecimiento vegetal y poseer actividad
antagonista contra un amplio rango de hongos patdgentre los que se puede cit®udrytis cinerea
Pers, causante de enfermedades importantes en divarso®s (Cruzat y lonannidis, 2008).

Las enfermedades causadas PBorcinereafiguran entre las mas comunes y estan ampliamente

difundidas en hortalizas, ornamentales, frutaleotsos cultivos en el mundo. También son
importantes en la produccion en invernaderos. @atiganes de inflorescencias y pudriciones de
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diversos organos, denominados “moho gris”, proddme pérdidas considerables en cosecha,
almacenamiento, transporte y comercializacion. Bsiago perdura en el suelo en forma de

esclerocios (estructura de resistencia) o de miceli cual se desarrolla sobre restos de plantas en
proceso de descomposicién (Agrios, 2005; Angel7200

Existen numerosas investigaciones que avalan epadamiento delrichodermacomaocontrolador

de hongos fitopatdgenos. En cuantBacinerea Arcos Plazas (2011) evalué cepas nativas de
Trichodermaspp. en el biocontrol de este horggocultivo de rosas. Realiz6 pruebas de antagonismo
observando parasitacion de las hifas del patédmsimde material fingico y antibiosis. Boguratl al
(2013) compararon 52 aislamientosTd&ehodermaseleccionados por su actividad antagonista contra
B. cinerea comprobando que todos los aislamientos testesskigngieron el crecimiento de las
colonias del moho gris entre 45 y 78% y que mas6®d8b de los aislamientos mostraron una
capacidad de inhibicion entre 61 y 75%. Merchanddait al (2014) evaluaron el efecto de dos cepas
de T. harzianumen el control deB. cinereay la calidad del fruto en frutilla, observaron gele
antagonista cubrié al patdégeno y no permitié spatsion hacia otras partes de la planta, similar a
reportado por Guédet al (2009).

Miller et al (2015) determinaron que cepas nativa3dehodermasp. y deBacillussubtilisresultaron
eficaces controladores d&clerotinia sclerotiorumRhizoctonia solany Sclerotium rolfsii,por sus
capacidades de produccion de metabolitos toxicldiles y no volatiles.

En este contexto, en este trabajo se evalu6 ericiomels de laboratorio la capacidad antagonista de
aislamientos nativos derichodermasp. frente al hongo fitopatégeBo cinerea.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio dephitlogia de la Facultad de Ciencias Naturalesen |
Universidad Nacional de Salta trabajando con llasege Trichodermasp, dos cedidas por la
Universidad Nacional de La Plata (LP4 y LP5) yrlestantes obtenidas a partir de muestras de suelo.

El aislamiento se realizé utilizando la técnica dikiciones sucesivas y posterior siembra de 3

repeticiones de cada dilucion en cajas de Petrincedio de Martin (Sarasola y Rocca de Sarasola,
1975). Se llevé a estufa de cultivo a 25 + 2° Cgmpximadamente 5 dias. Una vez desarrolladas las
colonias, se procedié a la identificacion de lasmais.

El hongo patégeno a emplear fue aislado a partirutes de frutilla Fragaria x Ananassacon moho
gris, empleando técnicas convencionales de lalriwatsando agar papa glucosado (APG) como
medio de cultivo.

La evaluacién de la capacidad antagonica se efgmitudnedio de la técnica de cultivos duales; en
cajas de Petri con APG se sembraron enfrentadisc@sdde 5 mm de diametro, uno proveniente de
colonias del patdégeno y el otro del biocontrolad@s cajas se incubaron en oscuridad a 25 + 2° C
durante 6 dias.

Los cultivos duales se utilizaron para evaluar caepcia por sustrato e hiperparasitismo midiendo
dos variables: ubicacion en la escala de claseéBetleet al (1982) y crecimiento radial evaluado a
través de la formula de porcentaje de inhibicidrcdecimiento de Royse y Ries (1978).
Escala de Bell: consta de 5 clases
1. el antagonista ocupa completamente la superfi¢cinddio de cultivo cubriendo totalmente al
patégeno;
2.
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3. el antagonista llega a sobrepasar las dos terpartes de la superficie del medio de cultivo;

4. el antagonista y el patdgeno colonizan cada unmxapadamente la mitad de la superficie del
medio y ninguno parece dominar al otro;

5. el patdgeno sobrepasa al crecimiento del antagooigdnizando tres cuartas partes de la caja
de Petri;

6. el agente fitopatdgeno llega a cubrir totalmenteaja de Petri.

Formula de Royse y Ries:

% | = ((R2-R1)/R2) x 100

Donde:
% |= porcentaje de inhibicién
R1: distancia entre el punto del in6culo del fittdgeno y el borde de la colonia medida en
direccion del indculo del biocontrolador.
R2: crecimiento de la colonia del fitopatoégeno ideen direccion del radio méaximo.

La antibiosis se evalu6 a través de la produccgmdtabolitos volatiles y metabolitos no volatilek.
primer pardmetro estima la capacidad fungistatida gctuar a distancia del biocontrolador, paxa ell
se enfrentaron dos fondos de caja de Petri con &R®| centro de la inferior se sembroé un discb de
mm de colonia de la cepa @dachodermasp. Se incubd 4-5 dias a 25 + 2 °C; luego se sesdfre la
tapa superior un disco de 5 mm de la colonia d&lgesmo. El Testigo estuvo constituido por dos
fondos de cajas enfrentadas con medio de cultiboesono de los cuales se deposité un disco del
patégeno.

El segundo parametro mitke capacidad del biocontrolador de actimasitu. En este caso el fondo de
una caja de Petri con APG se cubrié con papel &elgieviamente esterilizado sobre el cual se
sembrd un disco de 5 mm de colonia de la cepé@ridbodermasp. para los tratamientos y para el
Testigo se coloco un disco de 5 mm de APG. A Id&4 se retir6 el celofan y se sembro un disco de
5 mm de colonia del patégeno sobre el medio désoutianto en Testigo como en los tratamientos.

Cada prueba se trabaj6 con 5 repeticiones porntratdo usando un disefio completamente
aleatorizado (DCA). El experimento continué hasta s colonias Testigo alcanzaron el borde de la
caja. Se calculo la superficie promedio de la daldrstigo y se determind el porcentaje de inhiiici

o reduccion de las colonias del patégeno aplicadasel biocontrolador con respecto al Testigo sin
tratar.

Los resultados se analizaron mediante una pruebardparacion de medias (Tukey 5%) utilizando el
programa estadistico Infostat.

RESULTADOS Y DISCUSION
Con respecto a los cultivos duales, considerandzstala de Bell, se observd gBe cinerea fue

totalmente colonizado pdirichodermasp., tal como se muestra enCeladro 1 en concordancia con
los datos obtenidos por Merchan-Gaigdral (2014) y Guédeet al (2009).
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CEPAS

Grados/patoge

10

Cepal

1

Cepa catedra

2

SS

Frutilla

Compost céatedra

LP4

LP5

Invernadero

campo + guano

Campo + compost

Compost Terceros
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Cuadro 1: Comportamiento de las cepas de Trichodesmsegun las clases de Bell.

En cuanto al crecimiento radial, se observo quagdas cepas inhibieron el crecimiento del patdgeno

(Figura 1), en concordancia con lo expuesto por Arcos Plg28d1), siendo las de mejor

comportamiento “Cepa catedra” (46%), “SS” (42%)revérnadero” (36%), tal como se muestra en el

Cuadro 2,a pesar que mostraron valores inferiores a lasadds por Bogumiét al (2013).

Analisi=s de la varianza

Variable N

R® ER® A3 CW

¥ Inhib 55 1,00 1,00 1,82

Cnadro de Analisis de la

F.V. 5C

gl CM F

p-valor

Varianza (5C tipo I)

Modelo 6206,76 10 820

4,87 <0,0001

68 220

CEPAS 206,76 10 620,68 2204,87 <0,0001
Error 12,35 44 0,28

Total 6&219,14 54

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,14035

Error: 00,2815 gl: 44

CEFRS Medias n
LP4 10,81 5 &
LES 15,17 & B
Compost catedra 17,332 5
Campo + composSt 27,27 &
Cepa 1 27,27 &5
Campo + guano 30,85 5
Frutilla 31,25 &
Invernadero 35,89 &
Compost Terceros 37,50 5
55 41,77 &
Cepa catedra 45,84 5

I

Letras distintas indicsn diferenciss significativas(p<= 0,05}

Cuadro 2: Capacidad de inhibicion por competenaia gustrato de las cepas del biocontrolador
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Porcentaje de inhibicion por competencia por Sustrato
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Figura 1: Porcentaje de inhibicion por competenpia sustrato de las cepas

En las pruebas de metabolitos volatiles, que marestl efectoantibidtico a distancia del
biocontrolador, las colonias Testigo se desarmfissompletamente a las 72 hs., tiempo durante el
cual la cepa que mejor comportamiento mostro fuetila” con 78 % de inhibicién, al igual que
“Compost Terceros” (78 %), mientras que la que radanbibié fue “Campo+guano” con un 39 %
(Cuadro 3. En laFigura 2 se observa que todas las cepas estudiadas imnikeéicrecimiento del
patdgeno.

Analisis de la varianza

Variable N R° R® &j CV
% Inibicion 55 0,98 0,98 2,76

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. 5C gl CM F p—valor

Modelo T7557,66 10 755,77 228,65 «0,0001
Cepas 7557,66 10 755,77 228,65 <0,0001
Error 145,43 44 3,31

Total 7703,09 54

, &
, 6

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,690757
Error: 33,3053 gl: 44

Cepas Medias n
campo 4+ guano 38,72 S A
Cepa 1 47,74 & B
55 65,20 5 C
Campo + compost 865,20 5 C
LES 65,20 5 C
Invernadero 67,97 5 c
Cepa catedra 72,13 5 D
Compost catedra 73,17 5 D
LFP4 73,45 5 D
Frutilla 77,81 5 E
Compost Terceros 77,31 & E

Letras distintas indican diferencizs significstivas (p«= 0.05)

Cuadro 3: Capacidad de inhibicion por antibiosisliatancia de las cepas del biocontrolador
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Porcentaje de inhibicion por antibiosis a distancia
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Figura 2: porcentaje de inhibicion por antibiosigléstancia

En el ensayo de metabolitos no volatiles (antiBiwssitu), la colonizacion de las cajas de Petri con
medio de cultivo se produjo a las 72 hs. de senagréas discos del patdégeno. Se pudo observar que
la cepa con mayor accion inhibitoria fue “Cepa déecon 93 %, seguida por “Campo+compost” (92
%) (Cuadro 4. Asimismo en laFigura 3 se observa que todas las cepas probadas tienen una
capacidad inhibitorién situ superior al 65 %.

Analisis de la varianza

Variable N R® R® &j CV
51 55 0,69 0,62 &,45

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. 5C gl CM F p—valor

Modelos 2582,35 10 298,23 9,97 «0,0001

Cepas 2982,35 10 298,23 9,97 <0,0001

Error 1316,37 44 295,592

Total 4288,72 54

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=11,75606
Error: 25,917& gl: 44

Cepas Medias n
Compost cédtedra 68,44 5 L
canpo + guano 77,59 5 A B
Cepa 1 789,79 &5 A B C
Invernadero 80,71 5 E C D
Frutilla 81,71 5 B C D
LPS B8,64 5 B C D E
Conpost Terceros 88,64 5 B C D E
55 90,05 & c D E
LP4 90,75 & C D E
Campo + composSt 92,068 5 D E
Cepa catedra 93,76 5 E

Letras distintss indican diferenciss significstivasp<s= 0.05)

Cuadro 4: Capacidad inhibitoria por antibiosis iitisde las cepas del biocontrolador
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Porcentaje de inhibicidon por antibiosis in situ
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Figura 3: Porcentaje de inhibicion por antibiosis situ de las cepas del biocontrolador

Los resultados obtenidos en las pruebas de ansibiossitu y a distancia coinciden con los
mencionados por Milleet al (2015) para hongos de suelo.

CONCLUSION

Las once cepas derichoderma splograron inhibir el crecimiento dBotrytis cinereapor lo que
pueden ser usadas para el manejo del patdgeno

Considerando las distintascciones como biocontrolador, la Cepa céatedra egui& mostro el
comportamiento mas uniforme siendo promisoria paraconsiderada en aplicaciones en suelo, hojas
y frutos. Para tratamientos de suelo, por su @#otion a distancia, se destacan las cepas &ytill
Compost Terceros mientras que Campo+compost, pefestio antibiétican situ, mostré potencial
para ser usada en aplicaciones foliares y en fpresecha y poscosecha.

Por el accionar de las distintas cepas es recorbEnpieobar la mezcla de las mismas.
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ABSTRACT : In sustentable agriculture context, to work witbcontrol agents in pest management is
a very important tool to reduce the applicationmitya of agrochemicals which are harmful to human
health and environment. This work evaluated, irofatory, antagonistic capacity of Trichoderma sp
wild strain against Botrytis cinerea fungus. Elewarains were proved by substrate competition,
hyperparasitism, anih situ and at distance activity trought metabolites potidm. All strains tested
showed inhibitory capacity standing out for itstd@shavior Cepa catedra.

Palabras clave:Botrytis cinereaTrichodermasp., bicontrol agent, strawberry.
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