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RESUMEN

Los hongos antagonistas resultan importantes para el control bioldgico de los fitopatégenos, siendo
las especies del género Trichoderma spp., una de las mas utilizadas. El objetivo de este trabajo fue
realizar bioensayos para evaluar in vitro el antagonismo de tres aislados de Trichoderma (A1, A2 y A3)
frente al patdégeno Rhizoctonia oryzae, causante de la mancha de la vaina del arroz. A tal fin se
utilizaron las técnicas de cultivos duales, micoparasitismo y antibiosis. Los aislados de Trichoderma
gue se evaluaron frente a R. oryzae mostraron un mayor crecimiento radial, inhibiendo al patégeno.
Al comparar cultivos duales en competencia por sustrato y por espacio, de los diferentes tratamientos
de Trichoderma spp., se observaron diferencias significativas (p<=0,05), siendo el tratamiento T4 que
corresponde al aislado A3 la que sobresalid a las 24 y 72 hs. Para evaluar cualitativamente la
competencia por espacio se utilizd la escala de Bell et al. (1982), ubicando a los aislados Al en clase 2;
los aislados A 2 y A3 correspondieron a la clase 1-2 de la misma. En relacion al micoparasitismo del
antagonista se observd adhesion, vacuolizacidn, granulacion y enrollamiento sobre el patégeno; los
resultados que se obtuvieron de antibiosis no alcanzaron estadisticamente el nivel de significancia
propuesto. Los tres aislados evaluados presentaron capacidad inhibitoria sobre el patégeno.

INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa) es una monocotileddnea perteneciente a la familia Poaceae (graminea); es el
cuarto cultivo mas producido en el mundo (750 millones de toneladas en 2021) con un 7% del
comercio mundial de granos, luego de la soja (31%), del trigo (18%) y del maiz (12%), seglin datos de
FAO. Los principales paises productores son China, con 206 millones de toneladas (30% del total
mundial), seguida por India con 153 millones de toneladas (20% del total mundial) y Brasil que aporta
el 1,5% a la produccién mundial de arroz. Respecto a Argentina, produce 1,6 millones de toneladas
anuales, siendo las provincias productoras Corrientes, Chaco, Entre Rios, Formosa y Santa Fe. En los
ultimos 10 aiios la produccién se incrementd un 121%, acompafiada por un alza del 16% en los
rendimientos (SISA, 2021).

En Argentina, el cultivo de arroz es afectado por diversas enfermedades, siendo una de ellas el
manchado de vainas foliares, causada por un complejo de hongos de suelo pertenecientes al género
Rhizoctonia sp., siendo R. oryzae, la especie predominante en cultivos de arroz de la provincia de
Corrientes (Gutiérrez y Cindom, 2020).

Con respecto a ésta enfermedad, la bibliografia menciona que puede causar pérdidas, que pueden
llegar hasta un 40 % de reduccion en la produccidn. Esta situacion fue observada en paises como
Estados Unidos, Tailandia, Australia, Colombia y Venezuela, donde ha sido considerada de alto riesgo
(Hossain et al., 2017; Lanoiselet et al., 2005, 2007; Ou, 1985).

En Argentina aun no se han estudiado los dafios en relacion a las pérdidas de rendimiento, pero la
enfermedad sigue en aumento cada afio por lo cual puede llegar a ser un grave problema sanitario en
futuras campanfias (Pedraza, 2005; Gutiérrez et al., 2017; Gutiérrez y Cindom, 2020).

Los sintomas de la enfermedad se presentan como lesiones circulares a ovales, de color verde palido
alinicio, posteriormente castafo claro, con bordes oscuros, a la altura de la linea de agua. Las lesiones
pueden unirse y desarrollarse hasta la base de la panoja, causando amarillez y muerte de vainas y
laminas foliares, con vuelco de plantas en ataques severos (Lanoiselet et al., 2005, 2007; Ou, 1985;
Webster y Gunnell, 1992). Las condiciones ambientales de altas temperaturas que van desde los 28 -
32°Cy con mas de 90 % de humedad son propicias para su diseminacion y supervivencia del patégeno.
La principal fuente de inéculo son los esclerocios producidos por el patégeno sobre las lesiones en
vainas foliares y tallos, los que sobreviven en el suelo y residuos de cosecha de una campafia a otra,
diseminandose durante la preparacion de suelo y mas tarde, con el agua de riego. Flotan en el agua e
inician la enfermedad al entrar en contacto con las vainas de las plantas, comenzando un nuevo ciclo
de infeccidon (Lanoiselet et al., 2007; Linde et al., 2005; Ou, 1985).

En agricultura, los fungicidas son considerados como una de las principales herramientas utilizadas
para el control de hongos fitopatdgenos; tales sustancias quimicas producen efectos indeseados sobre
el ecosistema, induciendo la generacidon de microorganismos resistentes, presencia de residuos
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téxicos, contaminacién de suelos, recursos hidricos, etc. (Sibila y Alvarez, 2003; Danay Infante et al.,
2009; Mondino y Vero, 2006). Una de las alternativas para esta situacidn, lo constituye la utilizacion
del control biolégico que significa la reduccion de la densidad de indculo o de las actividades de un
patdégeno que produce una enfermedad, ya sea en su estado activo o latente, mediante uno o mas
organismos, lograda en forma natural o a través del manejo de las condiciones ambientales, del
hospedante o de los antagonistas autdctonos, o por la introduccién de uno o mds microorganismos
antagénicos (Cook y Baker, 1983; Zin y Badaludinn, 2020 ).

Entre los agentes biocontroladores se mencionan a hongos, bacterias y virus los cuales pueden ser
seleccionados y aplicados en concentraciones mayores y en momentos oportunos para que ejerzan
su accion antagonista, siendo las especies del género Trichoderma las mas estudiadas, en condiciones
de invernaculo y a campo (Danay Infante et al., 2009; Mondino y Vero, 2006).

Respecto al biocontrol de Trichoderma spp. sobre especies de Rhizoctonia patdgenas de arroz, se
mencionan numerosos trabajos en los cuales se observd accidn inhibitoria en el crecimiento micelial
del hongo, y/o formacion de esclerocios in vitro, mediante diferentes mecanismos, entre los cuales
juegan un rol importante el parasitismo, la competencia, la antibiosis y los compuestos volatiles (Coca
Martinez et al., 2017; Franca et al., 2015; Garrido y Vilela 2019; Martinez et al., 2008; Naeimi et al.,
2010; Reyes et al., 2008; Vongphachanh et al., 2016).

En relacién al género Trichoderma (Ascomycota) comprende especies que se caracterizan por
colonizar sustratos rdpidamente (suelo, restos de materia orgdnica); se consideran hongos
cosmopolitas del suelo, generalmente aerdbicos y en determinadas condiciones, pueden ser
anaerobios facultativos, lo que les permite una mayor plasticidad ecoldgica; comprende especies
enddfitas y antagonistas, que compiten con microorganismos por espacio y nutrientes al reducir o
detener completamente el desarrollo de los mismo (Barata da Silva, et al., 2022; Harman, 2006;
Rahman et al.,, 2011). También promueven el crecimiento de las plantas e inducen resistencia
sistémica, micoparasitismo y antibiosis mediante la accién restrictiva directa a los hongos
fitopatdgenos, con la produccidn de enzimas extracelulares (Osorio et al., 2016).

Debido a su gran capacidad reproductiva, y su rapido crecimiento se ve favorecido por la presencia de
materia organica y humedad; se comportan como tolerantes a temperaturas extremas, pH y salinidad
(Argumedo et al., 2009).

Teniendo en cuenta las caracteristicas anteriores, los convierten en excelentes agentes de control
biolégico de enfermedades que afectan a las plantas (Barata da Silva, et al., 2022; Druzhinina et al.,
2011).

A continuacidn, se describen algunas caracteristicas microscopicas de Trichoderma spp. (Abreu y
Pfenning, 2022; Savin-Molina et al., 2021) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion morfoldgica de las estructuras fungicas que caracterizan al género Trichoderma.
Estructura flingica Caracteristicas morfoldgicas

_ Son hialinos, erectos, no verticilados, generalmente ramificados, pueden ser solitarios

o0 agrupados.

Hialinos a ligeramente con coloracion verdosa o amarillenta, unicelulares que miden
aproximadamente de 2,0-5,0um. Presentan esporulacién densa que asegura la
supervivencia, dispersion y reproduccién del hongo.

En esta estructura se forman los conidios (esporas asexuales). Presentan forma de
botella, aislada o agrupada, son ensanchadas en la region media central, pero delgadas.
De forma globosa o elipse, de 6- 15 um, color amarillento o verdoso, terminales o
intercalares. Constituyen estructuras de resistencia o supervivencia.

Durante su actividad antagénica, Trichoderma actia mediante diversos mecanismos, siendo los
principales, la competencia por nutrientes y espacio, el micoparasitismo y la secrecién de diversos
antibidticos (Danay Infante et al., 2009; Mondino y Vero, 2006) (Cuadro 2). Cada uno de estos
mecanismos pueden ser evaluados mediante bioensayos in vitro necesarios para determinar su
potencial antagdnico.
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Cuadro 2. Descripcion de mecanismos de accién utilizados por Trichoderma spp.

Consiste en el esfuerzo de dos o mas organismos, para ganar la cantidad de sustrato
que cada uno necesita, en las condiciones especificas en que se presenta y cuando
la cantidad del mismo, no es suficiente para ambos.

a) Crecimiento quimiotréfico donde Trichoderma crece en respuesta a algun
estimulo de la hifa del hospedante o hacia un gradiente de quimicos producidos
por el mismo. b) Etapa de reconocimiento, donde las hifas de Trichoderma detectan
la presencia de un posible huésped en el medio, mediante lectinas especificas. c)
Etapa de adhesidon y enrollamiento d) Actividad litica cuando el hongo crece
rodeando al patdégeno, posteriormente generando la formaciéon de ovillos y
apresorios, cuya funcidn es la de atravesar la pared celular del hongo para favorecer
la penetracion de sus hifas las cuales utilizaran el contenido intracelular del
hospedante; esta etapa se encuentra acompafiada de la produccion de enzimas
liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas las
cuales favorecen la ruptura de la pared celular.

Es la accién directa de antibidticos o metabolitos téxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a éstos; se produce durante las interacciones
mediadas por compuestos volatiles o no, producidos por el agente biocontrolador,
que inhiben el crecimiento de otros microorganismos.

-Objetivo
Evaluar la capacidad antagdnica de tres aislados de Trichoderma spp., mediante bioensayos in vitro,
utilizando la técnica de cultivos duales, micoparasitismo y antibiosis.

Materiales y Métodos

Los bioensayos fueron realizados en la catedra de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias
(UNNE).

Se utilizaron tres cepas de Trichoderma spp. (Al-Dofia Marina 580; A2 -San Joaquin identificado como
Trichoderma virens y A3-Saladas IRGA 424, todas procedentes de la coleccidn de hongos de la catedra
de Fitopatologia.

Obtencion de aislado del patégeno Rhizoctonia oryzae:

El hongo fue aislado de plantas de arroz de un material identificado como HIB 1363, con sintomas de
mancha de la vaina, procedentes de la localidad de Mercedes (Corrientes) (Fig. 1). El aislamiento se
realizé por medio de siembras in vitro en medio de cultivo Agar Papa Glucosa (APG) 1,5%, previa
desinfeccidon de pequeiios fragmentos de tejido sintomatico con hipoclorito de sodio 1% en agitacién
durante 1 minuto; luego se dejé secar en papel absorbente estéril (Fig. 2). Las cajas sembradas se
incubaron en condiciones de laboratorio (25°C +/- 2°C) durante 7 dias. Las colonias desarrolladas
fueron purificadas en tubos de ensayo con APG en pico de flauta (Fig.3) (Couto Alfenas y Gongalvels,
2007).
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Figura 2. Trocitos de vainas foliares de arroz con sintomas (izq.) preparadas para la siembra. Pequefios
fragmentos de tejidos en cajas de Petri en medio de cultivo APG (der.)

Purificacion de aislados de Trichoderma spp., a partir de la coleccién de hongos:

Cada aislado de Trichoderma spp. fue purificada a partir de los tubos en conservacién, a cajas de Petri
con APG, segun se describe a continuacion: se extrajo una porcion de micelio que fue depositada sobre
la superficie del medio de cultivo, con aguja histoldgica previamente esterilizada por flameado, a fin
de obtener las colonias respectivas. Posteriormente, fueron incubadas en condiciones de 12 h luz/12
h oscuridad durante 7 dias, hasta la observacion de crecimiento micelial con abundante esporulacion
del hongo. Dichas colonias fueron utilizadas luego como inéculo para la realizacion de los diferentes
bioensayos.

Figura 3. Detalle de tubos con APG en pico de flauta, de los aislados de Trichoderma en orden de izquierda a
derecha aislados A1, A2 y A3 (A) vista de anverso, (B) vista de reverso, (C) patogeno R. oryzae.
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Para los distintos bioensayos, se utilizaron tres aislados de Trichoderma spp., enfrentados al aislado
de R. oryzae. En el Cuadro 3, se describen los tratamientos con sus respectivas denominaciones.

Evaluacion in vitro de la capacidad antagonica de Trichoderma spp:

Cultivos duales: Esta técnica se utilizd para evaluar cuantitativa y cualitativamente competencia por
espacio y micoparasitismo.

Consistié en la siembra equidistante y simultdnea de discos de indculo de 5 mm de didmetro, del
patégeno y antagonista, extraidos con sacabocados esterilizados por flameado, a partir de colonias de
8-10 dias de edad de ambos hongos (antagonista y patdgeno) en cajas de Petri conteniendo medio de
cultivo APG. Las cajas se incubaron a 25°C +/- 2°C en oscuridad; se realizaron tres repeticiones por
cada cepa de Trichoderma. Para este ensayo in vitro, se utilizaron cinco cajas de Petri por tratamiento:
cuatro con el antagonista enfrentados al patdgeno y una caja testigo por cada cepa de Trichoderma
(Fig.4).

Cuadro 3. Tratamientos utilizados para realizar los bioensayos in vitro.

Rhizoctonia oryzae

P+ Al R. oryzae + Trichoderma spp. Dofia Marina 580 (Ita Ibaté-
Corrientes)
P+A2 R. oryzae + Trichoderma virens San Joaquin (San Javier-
Santa Fe)
P+ A3 R. oryzae + Trichoderma spp. IRGA 424 (Saladas-

Corrientes)

Trichoderma..

R.oryzae

Figura 4. Detalle de flechas indicando los discos sembrados en APG del antagonista y del patégeno, enfrentados
y equidistantes. En la parte superior se encuentran los testigos de R. oryzae y Trichoderma.

El porcentaje de inhibicidn del crecimiento del patdégeno se evalud considerando como 100% cuando
la colonia testigo de R. oryzae completd el didmetro de la caja de Petri.

Para evaluar cuantitativamente este mecanismo de accion, se realizaron mediciones con regla
graduada en cm, del crecimiento radial de las colonias del patégeno en interaccidn con el antagonista,
y del testigo a partir de las 24 hs, hasta que uno de los microorganismos en el enfrentamiento cubrié
la caja de Petri. Finalmente, se calculé el Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR)
mediante la férmula de Skidmore y Dickinson (1976):

PIC= [c1-c2/c1] X100
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Siendo c1= crecimiento radial del testigo y c2= crecimiento radial con tratamiento (Mondino y Vero,
2006; Martinez et al., 2008).

Para la evaluacidn cualitativa del mismo mecanismo de accidn, se registraron los cambios de aspecto
en las colonias de ambos hongos y a partir del andlisis de esos datos, se ubico a los aislados estudiados
dentro de la escala propuesta por Bell et al., (1982), la cual consta de las siguientes clases segln se
detalla:

Tabla 1. Escala de clases propuesta por Bell et al., (1982) para evaluar cualitativamente los enfrentamientos.

Sobrecrecimiento de Trichoderma spp. que colonizo toda la superficie del medio y redujo
la colonia del patégeno

Sobrecrecimiento de Trichoderma spp. que colonizé al menos 2/3 de la superficie del
medio.

Trichoderma spp. y patégeno colonizaron medio a medio (mas que 1/3 y menos que
2/3), uno no se sobrepuso al otro

Hongo patégeno colonizé al menos 2/3 de la superficie del medio y resistio la invasion
por Trichoderma spp.

Sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonizé toda la superficie del medio.

Micoparasitismo: Para esta actividad se tomaron muestras de micelio de la zona de contacto hifal de
las colonias del patdégeno y antagonista (Danay Infante et al., 2009). Se realizaron preparados
microscopicos con ayuda de una cinta adhesiva transparente y en algunos casos con aguja histoldgica,
depositando el material sobre portaobjetos con una gota de agua como liquido de montaje o bien
cubriendo con cubreobjeto. Posteriormente se observé al microscopio dptico (marca Leica, modelo
DM 500), con un aumento de 400x. Las observaciones microscépicas fueron documentadas
graficamente por medio de la cdmara de teléfono celular (Motorola one fusién).

Antibiosis: Para evaluar la inhibicién de crecimiento de R. oryzae por la produccidon de metabolitos
volatiles y no volatiles producidos por Trichoderma, se realizaron enfrentamientos entre el patégeno
y los tres aislados del antagonista, en cajas de Petri con medio de cultivo APG (Mondino y Vero, 2006).
Las distintas mediciones del crecimiento radial del patégeno en cm se llevaron a cabo (con regla
graduada) cada 24 hs desde que se inici6 el bioensayo y hasta que la colonia del patdgeno testigo
alcanzd el diametro total de la caja. Los tratamientos correspondientes se realizaron por triplicado. Se
detallan a continuacién cada método utilizado:

-Metabolitos volatiles: A fin de estimar la capacidad fungistatica y de actuar a distancia que posee el
antagonista, se realizd un co-cultivo del patdégeno y del antagonista. La metodologia consistié en
enfrentar dos fondos de cajas de Petri con APG, en el centro de la inferior se sembré un disco de 5
mm de la colonia de la cepa de Trichoderma spp. y en el centro superior, un disco de inéculo del
patogeno; ambas bases se enfrentaron y se sellaron con papel film; luego se incubaron a 25 °C +/- 2°C
durante 48 hs. Para esta actividad el testigo consistid, en enfrentar un disco del patégeno contra una
caja de Petri solo con APG.

-Metabolitos no volatiles: Para estimar la capacidad de actuar in situ del antagonista, se utilizé una
caja de Petri con medio de cultivo APG; la base de la misma fue cubierta con papel celofan esterilizado,
sobre el cual se sembrd un disco de 5 mm de indculo de Trichoderma, incubando a 25 2C+/-22C durante
48 hs (Mondino y Vero, 2006).

Posteriormente, se procedié a retirar el papel celofan que contenia al antagonista y se sembro sobre
el medio de cultivo de dicha caja, un disco de inéculo del patégeno.
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Disefio experimental y analisis estadistico: Se utilizd un disefio completamente al azar (DCA) con tres
repeticiones por tratamiento; la unidad experimental consistié en una caja de Petri (8,5 cm de
diametro), y como tratamientos, se consideraron al aislado de R. oryzae enfrentado a los tres aislados
de Trichoderma y los testigos correspondientes.

Las observaciones se realizaron a los 24, 48, y 72 horas, mediante mediciones del crecimiento radial
de las colonias del patdégeno.

Los datos obtenidos de crecimiento radial (CR) de las colonias en cada tratamiento para el porcentaje
de inhibiciéon del crecimiento (PIC %) y antibiosis, se ordenaron en hojas de calculo de Microsoft Excel;
luego se efectud el andlisis de la varianza ANOVA y prueba de Tukey para test de comparaciones
multiples entre medias con (P<= 0.05); se utilizd el software estadistico Infostat (2018).

RESULTADOS
A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos de los bioensayos in vitro con el fin de evaluar
su antagonismo por los métodos de cultivos duales, micoparasitismo y antibiosis.
Los aislados fungicos (patégeno y tres antagonistas), presentaron las siguientes caracteristicas
culturales y morfométricas:
Rhizoctonia oryzae:
En condiciones in vitro, el patdégeno desarrollé colonias con micelio aéreo y en parte sumergido, al
inicio de color blanquecino, adquiriendo posteriormente una tonalidad salmén (Fig. 5). En
observaciones microscépicas, presentd hifas hialinas, tabicadas, con bifurcacion en dngulo agudo, con
una constriccién leve en este sitio, y formacion de septos préoximos al punto de constriccion (Fig.6).
Desarrolld esclerocios (estructuras de resistencia) sumergidos, amorfos de tamano y forma indefinida
de 0,5 a 1 mm de diametro, de color salmdn, formados a partir de hifas que se engrosaron y acortaron
llamadas células monilioides (Fig. 6,7).

Figura 5. Colonia de R. oryzae, con presencia de masa de esclerocios de color salmén, (A) Vista de anverso, (B)
Vista de reverso.

Figura 6. Vista microscopica de hifas de R. oryzae con ramificacion en angulo de 452 (izq. y centro); células
monilioides formadas (der).
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Figura 7. Esclerocios de R. oryzae vistos en microscopio estereoscépico (90x).

Trichoderma spp., aislado Al (Dofia Marina 580):

Las colonias desarrollaron escaso micelio aéreo algodonoso de color blanco; a las 72 hs se observé
esporulacidn de color verde claro, con formacién de anillos concéntricos, dispersos, con difusidon de
pigmentos de tonalidad amarilla que tifien el medio de cultivo y la zona de contacto con el patégeno.
Los conidioforos son dicotémicos, con fidlides de forma tipica de botellita (mas ensanchadas en el
centro y con cuello alargado); conidios subglobosos hialinos a verde claro unicelulares. Presentd
clamidosporas terminales e intercalares.

Trichoderma virens, aislado A2 (San Joaquin):

Las colonias presentaron micelio aéreo compacto, denso algodonoso de coloracién blanquecina,
tornandose de color verde oscuro por la abundante esporulacion. Al reverso de las colonias se observo
visiblemente una coloracién castafio-amarillenta que tifie el medio.

El micelio logré cubrir la superficie del medio de cultivo APG, entre las 72 y las 96 hs (Fig. 9).

Los conidiéforos formaron ramas laterales pareadas, con fidlides de forma tipica de botellita; los
conidios de forma ovoide y a veces globosa, de color verde claro. También desarrollaron
clamidosporas terminales e intercalares.

Trichoderma spp., aislado A3 Irga 424 (Saladas):

Se observaron colonias con escaso micelio aéreo de crecimiento rdpido, en su inicio de color blanco,
cuyo reverso presenté una coloraciéon amarilla clara; la esporulacién de color verde oscuro, con dos a
tres anillos de crecimiento.

Las fidlides son delgadas, se presentan de tres a cinco con ramificacién dicotédmica; los conidios son
ligeramente alargados de color verde; las clamidosporas son terminales (Fig. 8).

A

Figura 8. Conididforos, fidlides y conidios de Trichoderma aislado A3; vistos con microscopio dptico 400x.

En el Cuadro 4 y 5, se resumen las caracteristicas culturales y morfoldgicas de los tres aislados de
Trichoderma.

pag. 14



Figura 9. Cajas de Petri con colonias de Trichoderma (cepa A2) a las 72 hs, 96 hs y 120 hs desde la siembra.

Cuadro 4: Resumen de las caracteristicas culturales que se observaron de los tres aislados
de Trichoderma spp.

Anverso Reverso

Verde claro Amarillo Micelio blanco

algodonoso
Verde Amarillo Abundante si si
oscuro micelio aéreo
Verde Amarillo Escaso micelio si si
claro aéreo

Cuadro 5: Resumen de las caracteristicas microscépicas que se observaron de los tres aislados de Trichoderma
spp.

Subglobosos
Dicotémico Ampuliforme 3-5 verdes forma si
masas
Dicotémico Ampuliforme- 3-6 Subglobosos si
alargada verdes claros
Globosos-
Dicotémico Alargada 3-5 alargados si
verdes
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A3(5.1424)

Colonias

conidioforo

Conidios

Clamidosporas

Figura 10. Caracteristicas culturales y reproductivas de las cepas de Trichoderma spp. (A, B y C). Vista del
crecimiento de las colonias (D, E y F). Detalles de conidiéforos, fidlides (G, H e 1). Detalles de conidios formados,
vistos con microscopio 6ptico (400x) (J, Ky L). Clamidosporas formadas en posiciones intermedias y terminales.
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==
Figura 11. Crecimiento de colonias de los tres aislados de Trichoderma spp., en orden de izquierda a derecha;
aislados A1, A2 y A3 (A) a las 48 hs, (B) 72 hs, (C) colonias vistas de anverso a las 120 hs, (D) Detalle del reverso
de las colonias a las 120 hs.

En la técnica de cultivos duales, se destacaron los tres aislados de Trichoderma spp. debido a que
disminuyeron el crecimiento radial del patégeno, diferencidandose estadisticamente del testigo. Los
aislados Al y A2 produjeron sobrecrecimiento y coloracién de la zona donde se encuentra el patégeno
y esporulacién sobre el mismo; el aislado A3 se diferencid rodeando al patégeno y se observé
pigmentacién alrededor del mismo, pero no sobrecrecimiento (Fig.13).

Al evaluar los resultados de analisis de varianza (ANOVA) para el crecimiento radial del micelio de R.
oryzae por efecto del enfrentamiento con aislados de Trichoderma spp., y testigos, se encontrd la
existencia de diferencias estadisticas significativas (p <= 0.05), con un coeficiente de variabilidad entre
9.18 y 18.12%. No sélo se observé disminucion del crecimiento, sino que ademas no se formaron
esclerocios en la colonia de R. oryzae.

Segun la Tabla 2, a las 24 hs y 72 hs se destaco el aislado A3 que corresponde al tratamiento 4; a las
48 hs no se evidenciaron diferencias entre los tratamientos; esto indicaria la produccién de
metabolitos secundarios y antibiéticos por parte del antagonista, que limitan el desarrollo normal de
R. oryzae.

Con respecto al porcentaje de inhibicién del crecimiento, los tratamientos 2 y 3 presentaron 8,85 y
8,41% de PICR respectivamente a las 24 hs, a diferencia del tratamiento 4 (aislado A3), que alcanzd un
valor de 23,19% de inhibicidon de crecimiento. De tal manera, éste tratamiento demostré un mejor
comportamiento siendo que obtuvo un valor 39,77% a las 72% (Grafico 1).
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Tabla 2. Promedios de crecimiento radial (cm) de R. oryzae en cultivo puro y en cultivo dual frente a
Trichoderma spp., en la prueba de cultivos duales.

_ 1 2.2 4.8 6.9
_ 1 2.1 4.5 6.7
_ 2 1.92 4.14 5.56
_ 2 1.7 2.96 2.96
_ 2 2.1 3.59 4.81
_ 3 2 4.26 5.49
_ 3 1.95 3.05 431
_ 3 1.82 3.31 3.79
_ 4 1.84 4.025 4.71
_ 4 1.35 3.16 3.29
_ 4 1.65 3.49 3.56

P: patégeno R. oryzae; CR: crecimiento radial.
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Gréfico 1. Porcentaje de inhibicién el crecimiento radial del patégeno (PICR), a las 24, 48 y 72 hs.

En cuanto al analisis cualitativo de la competencia por espacio y nutrientes, considerando la escala de
Bell et al., (1982), los tres aislados de Trichoderma spp. presentaron actividad antagdnica sobre el
patoégeno R. oryzae (Tabla 3); Al correspondié a la clase 2, lo cual se observé que en todas las
repeticiones Trichoderma colonizaba al menos 2/3 de la superficie del patégeno, mientras que el A2 y
A3 calificaron para la clase 1 y 2 en las sucesivas repeticiones. Se observé detencidn del crecimiento
del patégeno y no se produjo formacidn de esclerocios, con ninguno de los tres antagonistas.
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Tabla 3. Categorias de competencias de los aislados de Trichoderma (escala de Bell et al., 1982).

Aislado Clase
Al 2
A2 1-2
A3 1-2

Figura 12. (A) Cultivos duales, de izquierda a derecha, aislados A1, A2 y A3 a las 24 hs desde la siembra, (B)
Detalle de cultivo dual a las 48 hs, (B’) Cultivo dual a las 48 hs fondo oscuro que muestra detalle de la zona de

contacto entre el antagonista y el patégeno, (C) Cultivo dual a las 72 hs desde la siembra.
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C )

Figura 13. Cultivos duales indicando competencia a las 96 hs desde la siembra: (A) A1 + R. oryzae, (B)
A2+R.oryzae, (C) A3+R. oryzae. Los testigos de Trichoderma spp., se observan en la parte inferior de cada
tratamiento.

Respecto al micoparasitismo, los tres aislados de Trichoderma desarrollaron al menos un tipo de
interaccion hifal cuando se enfrentaron al patégeno. Se observd la penetracién de las hifas de
Trichoderma en las hifas del patégeno produciendo formacién de apresorios (Fig.14), degradacion
parcial (lisis), enrollamiento o estrangulamiento, granulacidn (Fig. 15) y vacuolizacion del contenido
citoplasmatico (Fig. 16), también ruptura de hifas (Fig. 17).

A continuacion, se pueden ver algunas imagenes microscopicas observadas con microscopio dptico
400X capturadas con camara de teléfono celular (Motorola One Fusién).
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En relacion a los bioensayos de metabolitos volatiles y no volatiles, que muestran el efecto antibidtico
a distancia e in-situ respectivamente, en el analisis estadistico no alcanzaron el nivel de significancia
propuesto. Pero se pudo observar que el patégeno no desarrollé esclerocios en ninguno de los casos.

Aislado A1+R. oryzae:

Figura 15. Flechas indican granulacion en R. oryzae, flecha azul indica apresorio.

.

Figura 16. Adheién de Trichoderma sobre hifas de R. oryzae (izquierda), la flecha a indica vacuolizacién de R.
oryzae (derecha).

Figura 17. Detalle que muestra como las hifas de Trichoderma spp., atraviesan y rompen las hifas del patogeno.
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Trichoderma virens aislado A2 (San Joaquin) + R. oryzae:

Figura 18. Detalle que muestra adhesidn, principio de enrollamiento y como la hifa de Trichoderma atraviesa a
la hifa de R. oryzae.

Figura 19. Vacudlisis en hifas de R. oryzae y adhesion de Trichoderma.

Aislado A3 (Saladas) IRGA 424:
-
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Metabolitos no volatiles:

Figura 21. (A) Discos de Trichoderma spp., sembrados sobre papel celofan estéril; (B) Detalle de discos de R.
oryzae transcurridos 24 hs desde que fueron sembrados, posterior al retiro del papel celofan con discos de
Trichoderma; (C) después de transcurrido 48 hs desde la siembra se observé contaminacion de la caja por
Trichoderma aislado A3; (D) 72 hs después de la siembra.

Metabolitos Volatiles:

Figura 22. Discos enfrentados del patégeno R. oryzae sembrado en la parte superior y Trichoderma.
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Figura 23. (A) Cajas de Petri enfrentadas, selladas con papel film; se observa en la imagen crecimiento de R.
oryzae luego de 24 hs desde la siembra, en cuya base inferior se observa crecimiento de la colonia de
Trichoderma; (B)crecimiento de R. oryzae a las 48 hs después de la siembra; (C) se observa invasion del micelio
de Trichoderma rodeando a R. oryzae a las 96 hs (detalle de un halo de pigmentacidn sobre el patégeno).

DISCUSION

Analizando los resultados obtenidos en los bioensayos in vitro se determind que los aislados de
Trichoderma evaluados, lograron reducir y/o detener el crecimiento del patégeno, con un PICR de los
aislados A2 y A3, a las 72 hs, demostraron un PICR de 29, 33 y 39% para los aislados Al, A2 y A3
respectivamente. El rapido crecimiento del antagonista tomando contacto con el patégeno, es una
caracteristica de agresividad y competitividad que poseen estos antagonistas para el control de
hongos. De igual manera, la velocidad de crecimiento es una ventaja en la disputa por colonizar el
area, compitiendo por espacio y nutrientes, de manera de ejercer biocontrol (Cook y Baker,1983;
Dennis y Webster, 1971; Mondino y Vero, 2006).

La capacidad competitiva de especies de Trichoderma frente a Rhizoctonia sp. patégena de arroz, fue
corroborada por diversos autores (Coca et al., 2917; Garrido y Vilela, 2019; Martinez et al., 2008; Reyes
et al., 2008).

Segln Martinez et al., (2008), la competencia por el sustrato como modo de accién antagdnico en
Trichoderma es un elemento a considerar, ya que al colonizar con mayor rapidez la zona de la rizosfera
y los espacios de suelo, en general, limita la proliferacion del hongo patégeno. Asimismo, el
antagonista actlia mayormente sobre el patdgeno por efecto de antibiosis y micoparasitismo, pero
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resultan favorecidos aquellos aislamientos que presentan mayor capacidad para competir por el
sustrato.

En cuanto a la evaluacién cualitativa del mecanismo de accidén, como ya se expuso anteriormente, el
aislado Al se ubicé en la clase 2, en la cual el antagonista coloniza toda la superficie del medio de
cultivo, frenando la colonia del patdgeno. El aislado A2 demostré un comportamiento frente al
patégeno, entre la clase 1y 2, en coincidencia el aislado A3, que también se ubicd en laclase 1y 2 de
la escala de Bell et al., (1982).

En relacién al micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre R. oryzae, los tres aislados demostraron
varios tipos de interacciones hifales como ser adhesidn, apresorios, ruptura de hifas, vacudlisis,
granulacion, degradacién parcial o total (lisis), enrollamiento o estrangulamiento. Es importante tener
en cuenta que la capacidad de un antagonista de poseer varios tipos de interaccién hifal, es
considerado una aptitud para su uso como biocontrol de hongos del suelo, logrando un control
eficiente y duradero (Danay Infante et al. 2009). Estos resultados son similares a los encontrados por
Martinez et al. (2008) y Reyes et al. (2008) con R. solani en arroz, donde Trichoderma spp. muestra
alta capacidad antagdnica con diferentes tipos de interacciéon hifal como lisis, vacuolizacion,
enrollamiento y penetracion.

Al respecto, Gato et al., (2014), observo enrollamiento, penetracidén y fragmentacién en las hifas de R.
oryzae-sativae, ocasionadas por la produccion de enzimas liticas. No siempre, todas estas
interacciones son observadas, pues al parecer dependen del aislamiento de Trichoderma, del
patégeno y de las condiciones del ambiente (Coca et al, 2017).

En las evaluaciones de antibiosis, en el analisis de la varianza no se alcanzaron los niveles de
significancia propuestos; esto no escapa a la importancia de la misma como parte de la actividad
antagonista de Trichoderma spp., debido a que este hongo puede secretar varios compuestos
antifungicos simultdneamente y asi impedir la aparicion de microorganismos resistentes a estos
metabolitos (Mondino y Vero, 2006; Martinez et al., 2008; Reyes et al., 2008; Osorio et al., 2016).

CONCLUSIONES
Los tres aislados de Trichoderma spp. lograron demostrar su accién antagdnica in vitro frente a R.
oryzae.

El tratamiento 4 que correspondid al aislado A3, procedente de Saladas, fué el que presentd mayor
porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIC %) en la técnica de cultivos duales, demostrando mayor
competencia por sustratos y por espacio.

Con respecto al bioensayo de antibiosis, no se observé un efecto estadisticamente significativo entre
los tratamientos evaluados.

Los tres aislados de Trichoderma spp. inhibieron la formacién de esclerocios del patégeno R. oryzae.

La capacidad de una cepa antagonista de poseer varios tipos de interaccidn, es una caracteristica
significativa de los aislados de Trichoderma spp., siendo un aspecto destacado para la seleccién de los
mismos como agentes de control bioldgico.

Los resultados obtenidos, indican la necesidad de continuar con estas evaluaciones, complementando
con la evaluacién in vivo en plantas de arroz, de manera de verificar su eficacia bioldgica.
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ANEXO

Cultivos Duales crecimiento radial (cm):

Analisis de la wvarianza

Variable N R® R® &3 CW
CR 24hs 12 0,60 0,46 5,18

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo 0,37 3 0,12 4,07 00,0498
Tratamiento 0,37 3 0,12 4,07 00,0498
Error 0,24 8 0,03
Total 0,61 11

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,45250
Errcor: 0,0300 gl: &
Tratamiento Medias n E.E.

1 2,10 3 0,10 &

3 1,92 3 0,10 B B
2 1,921 3 0,10 B B
4 1,61 3 0,10 B

Msdias con una letra comin no son significativamente difersentes (p > 0,05}

Analisis de la varianza

Variable N R®* R*f A3 CV
CR 48 hs 12 0,63 0,49 13,16

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.Ve SC gl CM F p-valor
Modelo 3,49 3 1,16 4,50 0,0394
Tratamiento 3,49 3 1,16 4,50 0,03%4
Exxor 2,07 8 0,286
Total 5,56 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,632997
Error: 0,2587 gl: &

Tratamiento Medias n E.E.

1 4,8 30,294
2 3,5¢ 30,29 A
< 3,5%¢ 3 0,29 A
3 3,54 30,29 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza

Variable N R: R* A3 CV
CR 72 hs 12 0,70 0,58 18,12

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S5 gl ZM F p—wvalor
Modelo 14,41 3 4,80 &,11 00,0182
Tratamiento 14,41 3 4,80 &€,11 00,0182
Error 6,28 g8 0,79
Total 20,69 11

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,6 31723
Error: 00,7854 gl: &8
Tratamiento Medias n  E.E.

1 6,73 3 0,51 A
3 4,53 3 0,51 A B
2 4,44 3 0,51 B B
4 3,85 3 0,51 B

Msdias con una letra comin no son significativamentes diferentes (p > 0,05}

Cuadro 6. Capacidad de inhibicion del crecimiento por competencia de los tratamientos a las 24, 48 y 72 hs.
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