£P—N
/ \f\

TRABAJO FINAL DE GRADUACION

Modalidad: Tesina

Alumna: Solis, Valentina Eva.

Docente Asesor: Ing. Agr. (Dra.) Susana A. Gutiérrez.

Titulo: Evaluacion in vitro de aislados de Trichoderma sp. sobre Sclerotium oryzae, agente causal
de la podredumbre del tallo de arroz.

RESUMEN

El arroz (Oryza sativa) constituye un cultivo de importancia econdmica regional en la provincia de
Corrientes; puede ser afectado por enfermedades causadas por hongos, entre las cuales la
podredumbre del tallo, causado por Sclerotium oryzae puede alcanzar niveles de incidencia desde
0,5 a 80 % y 100% de prevalencia. Las medidas de control de la enfermedad, comprenden el uso
de prdcticas culturales, fungicidas y el control bioldgico, siendo este ultimo recomendado
principalmente para hongos habitantes de suelo. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar
la capacidad antagdnica de un hongo biocontrolador (Trichoderma sp.) sobre el crecimiento del
patégeno (S. oryzae), mediante la técnica de cultivos duales, antibiosis y micoparasitismo. Se
analizaron aislados del patégeno, aislados del antagonista nativos de suelos de Corrientes y un
formulado comercial mediante la técnica de cultivos duales, antibiosis y micoparasitismo in vitro.
La evaluacion del antagonismo se realizd calculando el porcentaje de inhibicién del crecimiento
radial (PICR). Todos los aislados de Trichoderma sp. lograron inhibir al patégeno en un 50% o mas,
como es el caso del aislado T1 que alcanzé un porcentaje de inhibicién del 61%. En cuanto al
efecto antibidtico, los porcentajes de inhibicion calculados se ubicaron en el rango de 20 a 35%.
Para evaluar cualitativamente la competencia por espacio se utilizé la escala de Bell et al. (1982),
ubicando a todos los aislados en la clase 2 de la misma. En relacidon al micoparasitismo del
antagonista, se observé lisis, penetracion y enrollamiento sobre el patégeno. Los aislados nativos
de Trichoderma sp. fueron tan eficaces como el producto ya aprobado para la venta (Rizoderma),
debido a que no se observaron diferencias significativas estadisticas entre ellos en las mediciones
realizadas al evaluar los diferentes mecanismos de accién del antagonista.

INTRODUCCION y ANTECEDENTES
El arroz, Oryza sativa, pertenece a la familia de las Poaceas y es un cereal base para la
alimentacién de cientos de millones de habitantes del planeta; en el mundo se cosechan cerca de
160 millones de hectdreas, que producen aproximadamente 700 millones de toneladas de arroz
cascara. Los paises que destinan mayor superficie a la produccion de arroz, son también los
principales consumidores del cereal (promedio mundial de consumo per-capita 57,4 kg de arroz
blanco/persona/afio aproximadamente, existiendo paises que alcanzan los 200 kg/persona/afio),
siendo por ello el mercadeo internacional solo del 8-10% del total de la produccién. El consumo
per capita de arroz en la Argentina es muy bajo (7 kg de arroz blanco/persona/afio), lo que
significa que con el 25% de la produccion nacional es suficiente para cubrir el mercado interno,
pudiéndose destinar el 75% restante al comercio internacional (ACPA, 2018).
De las 23 provincias que conforman la Republica Argentina, sélo 5 siembran una superficie
considerable de arroz, produciendo un total aproximado de 1.400.000 Tn anuales. La superficie
total sembrada en el pais es de 200.000 has aproximadamente (campafia 2017/2018), que se
ubican principalmente en Corrientes (90.000 has) y Entre Rios (70.000 has). Por su parte, Santa Fe
ronda las 30.000 has, seguida de Formosa (7.000 has) y Chaco (4.000 has) (CREA, 2018).
La provincia de Corrientes es la principal productora de arroz de Argentina, constituyendo un
cultivo de importancia econdmica regional (ACPA, 2018).
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Las grandes extensiones de los arrozales y la ldmina de agua permanente, son factores que
dificultan el monitoreo de las enfermedades, motivo por el cual sus efectos pueden pasar
inadvertidos, y el rendimiento del cultivo disminuir significativamente si no se las controla a
tiempo. Para obtener un control adecuado de las mismas, es necesario un conocimiento previo de
sus sintomas, dafios, agentes causales, ciclo y condiciones ecoldgicas (Gutiérrez y Cindom, 2013).
El cultivo de arroz puede ser afectado por numerosas enfermedades, entre las cuales aquellas
producidas por hongos habitantes del suelo, son consideradas prevalentes en las diferentes
regiones de produccidon de Argentina, y asimismo, pueden presentarse con valores importantes
de incidencia y/o severidad. Entre éstas, se destacan la podredumbre del tallo, cuyo agente causal
es Magnaporthe salvinii (Catt.) Krause y Webster (teleomorfo), Nakataea sigmoidea (Cav.) Hara
(anamorfo conidico), Sclerotium oryzae Cav. (anamorfo esclerético) y el manchado de vainas
foliares, causadas por un complejo de especies del género Rhizoctonia (Duarte et al., 2009;
Gutiérrez y Cindom, 2008, 2013; Gutiérrez et al., 2017).

En relacidn a la presencia de la podredumbre del tallo en la provincia de Corrientes, los trabajos
realizados por Cundom et al. (2008) y Gutiérrez et al. (2017) sefialan que la misma puede alcanzar
niveles de incidencia desde 0,5 a 80 % y 100% de prevalencia. Esta situaciéon indicaria la
importancia que representa esta enfermedad para la produccién de arroz, la cual se agrava
considerando que el agente causal es un habitante de suelo.

Con respecto a los sintomas de la enfermedad, éstos se manifiestan a partir del estadio de
macollaje del cultivo, como pequefias manchas negras, irregulares que afectan superficialmente
las vainas inferiores, a la altura o ligeramente por encima del agua de riego. A medida que la
infeccidn progresa, estas lesiones se agrandan y profundizan, invadiendo los tejidos del interior de
los tallos, observandose muerte progresiva de vainas y hojas hacia la parte superior de las plantas
(Fig. 1) (Avila, 2000; Ou, 1985).

Los efectos de la enfermedad sobre el cultivo, se debe a que el follaje de la planta de arroz va
muriendo desde la base hacia el dpice de la misma, finalizando por la hoja bandera; en las
panojas, la maduracién de los granos se retarda. Asimismo, a la altura de las lesiones los tallos
pierden consistencia, se secan, se quiebran un poco por encima de la linea de agua y se vuelcan,
originando pérdidas en rendimiento y disminucion de la calidad de molienda, debido al caracter
liviano y yesoso del grano (Ou, 1985; Webster y Gunnell, 1992). En esta etapa, ya se observan los
esclerocios del hongo en el interior de los tallos y tejidos enfermos (Fig. 2). A la siguiente cosecha,
cuando se establece la inundacion permanente, los esclerocios que sobrevivieron en el suelo y/o
rastrojos, flotan, se trasladan por el agua de riego y al entrar en contacto con las vainas foliares de
la planta de arroz, germinan, penetran e invaden los tejidos (Avila, 2000; Ou, 1985; Webster y
Gunnell, 1992).

Entre los factores predisponentes mas importantes para que ocurra la enfermedad, se citan las
heridas, las condiciones de nutricion, principalmente con respecto a N, P y K, y la edad de las
plantas (Ou, 1985; Webster y Gunnell, 1992).

Figura 1. Sintomas iniciales y avanzados caracteristicos de la enfermedad
podredumbre del tallo de arroz.
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Figura 2. Esclerocios maduros y micelio del patégeno en restos del cultivo.

Con respecto a las medidas de control de la enfermedad, la bibliografia menciona la realizacién
de practicas culturales (densidad de siembra, manejo del rastrojo y de la fertilizacidn), la
utilizaciéon de fungicidas y el control biolégico (Bhuvaneswari et al., 2014; Gopika et al., 2016;
Nishant y Smita, 2013; Prameela et al., 2018; Pedraza et al., 2008). Considerando éste ultimo, el
biocontrol segun lo definen Cook y Baker (1983), “es 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 introduccidn
de uno o mds microorganismos antagdnicos”. Entre los agentes biocontroladores se mencionan a
hongos, bacterias y virus los cuales pueden ser seleccionados y re-aplicados en concentraciones
mayores y en momentos oportunos para que ejerzan su accién antagonista (Danay Infante et al.,
2009; Gopika et al., 2016; Martinez et al., 2008; Mondino y Vero, 2006).

Al respecto, las especies del género Trichoderma han sido ampliamente estudiadas por sus
efectos como agente de control bioldgico de hongos fitopatdgenos, en condiciones de invernaculo
y a campo, mostrando buenas cualidades debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y
cultivadas, y también a su crecimiento rdpido en un gran nimero de sustratos. Estos hongos
basan sus propiedades antagdnicas en la activacién de mecanismos muy diversos, tales como
competencia por nutrientes y espacio, secrecién de diversos antibidticos y micoparasitismo
(Danay Infante et al., 2009; Martinez et al., 2008; Mondino y Vero, 2006; Stocco, 2014). Al
respecto, Bell et al. (1982) recomiendan la seleccién de antagonistas contra una enfermedad
especifica y la evaluacidn de mezclas de antagonistas para amplias aplicaciones.

En relacidn al arroz, existen antecedentes a nivel mundial que consideran al control bioldgico
como una practica factible de control de enfermedades, principalmente para aquellas causadas
por patégenos de suelo. Respecto a S. oryzae, se pueden citar estudios realizados utilizando
diferentes biocontroladores (hongos y bacterias) para reducir la enfermedad que ocasiona este
hongo (Bhuvaneswari et al.,, 2014; Devi et al., 2012; Gopika et al., 2016; Nagam et al., 2015;
Nishant y Smita, 2013; Shamim y Singh, 2017). Por ejemplo, Nishant y Smita (2013), observaron
que aislados de Trichoderma sp. probados contra S. oryzae in vitro, inhibieron significativamente
el crecimiento radial del patégeno a través de la produccidon de compuestos voldtiles; mientras
gue Gopika et al. (2016), utilizaron a T. viride y a Pseudomonas fluorescens logrando la inhibicidn
del crecimiento micelial de S. oryzae entre 75,3% y 77,2%. Por su parte, Bhuvaneswari et al.
(2014), registraron 64,81% y 66,67% de inhibicion sobre el patdgeno al realizar un experimento
similar.

Considerando al género Trichoderma en particular, Dennis y Webster (1971 a; 1971 b), expresan
que el nivel de control de un patégeno puede variar de acuerdo con la cepa utilizada y con su
adaptabilidad a las condiciones bidticas y abidticas especificas, dentro y entre especies de dicho
hongo.

En Argentina, los antecedentes relacionados al tema de tesis desarrollado, son escasos; al
respecto, se puede mencionar lo realizado por Pedraza et al. (2008), quienes aseguran que el uso
de Pseudomonas fluorescens seria una alternativa ecoldégicamente sustentable para el manejo
integrado de la podredumbre del tallo. Estos autores detectaron una disminucion del indice de
grado de severidad de 60-80% y 55%, a los 76 dds (principio de emergencia de panoja) y 94 dds
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(floracion), respectivamente; y disminuciones de la incidencia de la enfermedad de 57-75% y 30%
alos 76 dds y 94 dds, respectivamente.

Por lo expuesto, este trabajo se realizé a fin de evaluar la capacidad antagdnica de aislados del
género Trichoderma sp. nativos de diferentes localidades de Corrientes, referentes en el cultivo
de arroz y pertenecientes a lotes afectados por la podredumbre del tallo, de manera que éstas ya
se encuentren adaptadas a las condiciones ambientales en las cuales deberan ejercer el control
bioldgico sobre el patégeno en estudio.

OBIJETIVO
Determinar la capacidad antagdnica de aislados de Trichoderma sp. sobre el crecimiento de
Sclerotium oryzae, mediante la técnica de cultivos duales, antibiosis y micoparasitismo.

MATERIALES Y METODOS

Obtenciéon de aislados de Sclerotium oryzae: se realizé6 por medio de las siembras in vitro de
tejidos con sintoma de la enfermedad en medio de cultivo Agar Papa Glucosado (APG) 1,5%,
previa desinfeccién en hipoclorito de sodio 1,5%. Se utilizaron muestras de tejidos enfermos
procedentes de las localidades de Corrientes (Ita Ibaté, Mercedes) y Santa Fe (San Javier). Las
cajas se incubaron en condiciones de laboratorio (25°C +/- 2°C; 12 hs luz/12 hs oscuridad) durante
10 dias. De este modo se obtuvieron los aislados, los cuales se llevaron a tubos de ensayo con
APG en pico de flauta (Couto Alfenasy Gongalvels, 2007).

Obtencién de aislados de Trichoderma sp.: se obtuvo por medio de la siembra de rastrojo de
arroz con presencia visible de colonias caracteristicas del antagonista (Fig. 3), procedentes de
localidades de Corrientes (Ita Ibaté, Saladas y Perugorria). El procedimiento de la siembra in vitro
fue similar a lo descrito anteriormente. Ademas, se utilizé un formulado comercial del antagonista
denominado Rizoderma, como testigo comercial.

Figura 3. Colonias de Trichoderma sp. en rastrojos de arroz,
material que fue sembrado para la obtencién de aislados del
antagonista.

Evaluacion de la capacidad antagdnica, para esta actividad se utilizaron las siguientes
metodologias:

Cultivos duales: Consistié en la siembra equidistante y simultanea de discos de indculo del
patégeno y del antagonista, provenientes de colonias jovenes de ambos hongos. Las cajas se
incubaron bajo las mismas condiciones de laboratorio descrito anteriormente.

Esta técnica se utilizd para evaluar cuantitativa y cualitativamente competencia por espacio y
también micoparasitismo.

Un factor esencial para que exista competencia es que haya "escasez" de un elemento, si hay
exceso no hay competencia. Esta hace referencia al desigual comportamiento de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de
los organismos reduzca la cantidad disponible para los demas (Mondino y Vero, 2006).
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Para evaluar cuantitativamente este mecanismo de accidn, se realizaron mediciones del
crecimiento radial del patégeno en cm a los 3, 6, y 9 dias de iniciado el experimento. Sobre estos
valores se aplicd el andlisis estadistico correspondiente explicado detalladamente mas adelante.
Para la evaluacién 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 ubicé a los
aislados estudiados dentro de la escala propuesta por Bell et al., (1982), la cual consta de las
siguientes clases:

Clase 1: Sobrecrecimiento de Trichoderma sp., que colonizé toda la superficie del medio y redujo
la colonia del patégeno.

Clase 2: Sobrecrecimiento de Trichoderma sp., que colonizé al menos 2/3 de la superficie del
medio.

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

Clase 4: Hongo patdgeno colonizé al menos 2/3 de la superficie del medio vy resistid la invasién por
Trichoderma sp.

Clase 5: Sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonizé toda la superficie del medio.

El micoparasitismo es la accién de un microorganismo parasitando a otro y puede ser definido
como una simbiosis antagdnica entre organismos. Generalmente, estan implicadas enzimas
extracelulares tales como quitinasa, celulasa, b 1,3-glucanasa y proteasa, que rompen las
estructuras de los hongos parasitados. El parasitismo puede ocurrir mediante la penetracién,
engrosamiento de las hifas, producciéon de haustorios y desorganizacidon del contenido celular
(Fernandez y Vega, 2001).

Para esta actividad, se tomaron muestras provenientes de la zona de contacto entre las colonias
de los dos hongos (antagonista y patdogeno) para determinar los tipos de interaccion hifal
(penetracidn, lisis y/o enrollamiento), y se observaron en microscopio 6ptico con aumento de
400x. Se utilizé azul de algoddn para tefiir las hifas de ambos microorganismos.

Antibiosis: se define como la inhibicién o destrucciéon de un organismo por los productos del
metabolismo del otro. La mayoria de las cepas de Trichoderma sp. producen compuestos volatiles
y no volatiles téxicos que impiden la colonizacién por otros microorganismos (Stocco, 2014).

Con el fin de estimar la capacidad fungistatica y de actuar a distancia que posee el biocontrolador
a través de la produccidon de metabolitos volatiles, se evalud la presencia de dichos compuestos.
Para ello, se realizd un co-cultivo del patdgeno y del antagonista, en cajas de Petri con medio de
cultivo. 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 sp. y en el
centro superior, un disco de indéculo del patégeno (Fig. 4). Se realizaron mediciones del
crecimiento radial del patégeno en cm a los 3, 6, y 9 dias de iniciado el experimento. Sobre estos
valores se aplicd el andlisis estadistico correspondiente explicado detalladamente a continuacidn.

Figura 4. Detalle del testigo, tratamientos de una repeticidn, y una repeticidon
completa con testigo y tratamientos correspondientes.
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Anilisis estadistico: En el caso de competencia por espacio y antibiosis, se aplicé un disefio
completamente aleatorizado con 3 repeticiones, y como unidad experimental, una caja de Petri
(8,5 cm de diametro). El experimento se repitid tres veces. Como tratamientos, se consideraron a
los aislados de S. oryzae enfrentados con Trichoderma sp. Se realizaron los testigos
correspondientes con discos de APG estéril. Las observaciones se realizaron a los 3, 6, y 9 dias,
mediante mediciones del crecimiento radial de las colonias de S. oryzae. Sobre los valores de
crecimiento radial de la colonia en cada tratamiento se efectué un andlisis de la varianza y prueba
de Tukey para diferencia entre medias con P= 0.05, empleando para ello el software estadistico
Infostat (2018).

Con los datos obtenidos se calculd el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR)
aplicando la férmula de Skidmore y Dickinson (1976): PIC=[c1-c2/c1]X100, siendo c1= crecimiento
radial del testigo y c2= crecimiento radial con tratamiento (Mondino y Vero, 2006; Martinez et al.,
2008; Nagam et al., 2015; Nisham y Smita, 2013).

Las cajas se incubaron en oscuridad a 25 + 22 C y fotoperiodo de 12 hs luz/ 12 hs oscuridad
durante 10 dias.

RESULTADOS
Durante el trabajo desarrollado, se obtuvieron 4 aislados de Sclerotium oryzae a partir de tejidos
enfermos de diferentes variedades de arroz, procedentes de las localidades de Ita Ibaté vy
Mercedes de la provincia de Corrientes, y San Javier de la provincia de Santa Fe; y 3 aislados del
antagonista Trichoderma sp. nativos de las localidades de Ita Ibaté, Saladas y Perrugoria también
de la provincia de Corrientes. Ademas se utiliz6 un formulado comercial de este biocontrolador
denominado Rizoderma (Tabla 1).

Tabla 1. Aislados in vitro de Sclerotium oryzae y Trichoderma sp.

Aislados in vitro Denominacion Procedencia Variedad
Sclerotium oryzae S1 San Javier, Santa Fe TAIM
S2 Ita Ibaté, Corrientes TAIM
S3 Ita Ibaté, Corrientes IC110
S4 Mercedes, Corrientes SCc121cCL
Trichoderma sp T1 Saladas, Corrientes IRGA 424
T2 Itd Ibaté, Corrientes sci121cL
T3 Perugorria,Corrientes Sc12icL
T4 Formulado comercial RIZODERMA

Con respecto al patégeno, S. oryzae cultivado in vitro desarrolla colonias con micelio en parte
sumergido, en parte superficial, blanco al principio, luego gris oscuro, reverso negro verdoso, de
apariencia carbonosa a la madurez de los esclerocios (Fig. 5). En el hospedante, se observd la
presencia de un micelio blanco en el interior del tallo, oliviceo en el exterior, formando
numerosos apresorios irregulares sobre las vainas foliares. Inicialmente los esclerocios fueron
blanco grisadceos, torndndose negros a la madurez, brillantes, lisos, globosos o subglobosos (Fig.
6); a veces cubiertos con una trama algodonosa de micelio blanco, de 180 a 250 um,
desarrollandose sobre sustratos naturales y en cultivo.

Por su parte, el agente biocontrolador, Trichoderma sp., en condiciones in vitro desarrolld
colonias de aspecto algodonoso con micelio blanquecino al inicio, que se tornaron verde oscuro o
amarillento con densa esporulacion (Fig. 7). Se observd la presencia de conidiéforos ramificados y
verticilados, los conidios se encontraban agrupados en masas sobre fidlides que tenian forma de
botella (Fig. 8).
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Figura 6. Esclerocios inmaduros (izg.) y maduros (der.) desarrollados
en APG, vistos en lupa.

Figura 8. Conidiéforos y conidios de Trichoderma sp. vistos al microscopio c’)ptco (400x).
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Al llevar a cabo la técnica de cultivos duales, se utilizaron todos los aislados antes mencionados,
enfrentando todos los de Trichoderma sp. con cada aislado de S. oryzae. En la Tabla 2, se

describen los tratamientos y sus respectivas combinaciones efectuadas.

Tabla 2. Tratamientos utilizados para evaluar competencia por espacio.

1 S1+APG
2 S2 + APG
3 S3 + APG
4 54 + APG
5 S1+T1
6 S1+T2
7 S1+7T3
8 S1+T4
9 S2+T1
10 S2+T2
11 S2+T3
12 S2+T4
13 S3+T1
14 S3+T2
15 S3+T73
16 S3+T4
17 S4+T1
18 S4+T2
19 S4+T3
20 S4+T4

En ésta prueba, al evaluar cuantitativamente la competencia por espacio, se observé que todos
los aislamientos del antagonista disminuyeron el crecimiento radial del patégeno, diferenciandose
estadisticamente de sus testigos respectivos recién a partir de la segunda medicién realizada
(Tabla 3). Es decir, que los aislados del biocontrolador necesitaron 6 dias para ejercer un control
evidente sobre el patdgeno. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
dichos aislados en ninguna de las mediciones efectuadas. Los tratamientos 7 y 13 (que
corresponden a los aislados T3 y T1 respectivamente) si bien no se diferenciaron entre si, fueron
los que presentaron mayor inhibicidn del crecimiento del patégeno (Fig. 9, Tabla 3).

Figura 9. Cultivos duales correspondientes a la primera, segunda y tercera medicidn
del tratamiento 7 (S1-T3) (Testigo: caja de Petri ubicada en la zona superior;
Tratamientos: cajas de Petri en la parte inferior).
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Tabla 3. Promedios de crecimiento radial (cm) de S. oryzae en cultivo puro y en cultivo dual frente
a Trichoderma sp. en la prueba de cultivos duales.

Numero de tratamiento ~ Primera medicion Segunda medicién Tercera medicién
(a los 3 dias) (a los 6 dias) (a los 9 dias)
1 4,24 abc * 6,19 bc 7,50 b
2 5,45 bc 7,24 c 7,95b
3 572c 7,26 ¢ 8,11b
4 4,73 abc 7,23 ¢ 8,50b
5 3,22 a 3,47 ab 3,47 a
6 3,62 ab 3,62 ab 3,62a
7 3,00 a 3,03a 3,03a
8 3,21a 3,21a 3,21a
9 4,30 abc 4,30 abc 4,30a
10 3,43 ab 3,43 ab 3,43 a
11 3,43 ab 3,49 ab 3,493
12 3,94 abc 3,94 ab 3,94 a
13 3,13 a 3,13 a 3,13 a
14 3,41ab 3,33ab 3,33a
15 3,75 abc 3,75 ab 3,75a
16 3,76 abc 3,59 ab 3,59a
17 3,88 abc 3,88 ab 3,88a
18 3,63 abc 3,63 ab 3,63 a
19 3,43 ab 3,43 ab 3,43 a
20 3,61ab 3,61ab 3,61la

(*) Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Los porcentajes de inhibicién obtenidos indican que la gran mayoria de los aislados lograron una
inhibicién superior al 50%, incluso uno de ellos alcanzé el 61,46% de inhibicion (aislamiento T1),
siendo en algunos casos mas efectivos que el formulado comercial (T4) (Grafico 1).
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Gréfico 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del patégeno (PICR), medido
a los 9 dias.
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En cuanto al analisis cualitativo de la competencia por espacio, todos los aislados de Trichoderma
sp. evaluados presentaron actividad antagdnica elevada, al mostrar una colonizacién casi total
sobre S. oryzae, por ello recibieron calificacion de 2 en la escala de clasificacidon de Bell et al.
(1982). Una vez alcanzada la zona de interaccidn entre los indculos, estas cepas continuaron su
crecimiento hasta invadir 2/3 de la superficie de la colonia del hongo patdgeno, sobre el que
produjeron esporas.

Al analizar los diferentes preparados microscépicos (400x), procedentes de las zonas de
interaccion entre las colonias del patégeno y del antagonista, se observaron tres tipos de
interaccion hifal: lisis, enrollamiento y penetracion (Figs. 10y 11).

El micoparasitismo que realiza Trichoderma sp. se inicia al ser envueltas las hifas del patégeno por
las del agente biocontrolador y formar apresorios que penetran en las células de S. oryzae. En la
mayoria de los casos, las paredes celulares son degradadas por enzimas. Este mecanismo culmina
con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula del patégeno, donde el citoplasma
restante estd rodeando a las hifas antagonistas, mostrando sintomas de disgregacion.

La capacidad de una cepa antagonista de poseer varios tipos de interaccién, es una caracteristica
significativa de los aislados de Trichoderma sp. evaluados, ya que es un aspecto relevante para la
seleccion del mismo como agente de control biolégico.

Figura 10. Lisis de la pared celular de las hifas del patégeno Sclerotium
oryzae.

Figura 11. Enrollamiento (izq.); Penetracion (der.) de una hifa del
antagonista en una hifa del patogeno.

En referencia al mecanismo de antibiosis, se eligieron al azar 5 tratamientos utilizados en la
prueba de cultivos duales para evaluar el efecto antibidtico que producen los aislados de
Trichoderma sp. obtenidos (Tabla 4).
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Tabla 4. Tratamientos utilizados para evaluar metabolitos volatiles.

Numero de tratamiento Tratamientos

2 52 + APG
3 S$3 +APG
4 S4 + APG
11 52-T3
12 52-T4
13 $3-T1
14 $3-T2
19 54-T3

Todos los tratamientos presentaron diferencias significativas con respecto a sus testigos. Si bien
no lo hicieron de inmediato, lograron diferenciarse aproximadamente a los 6 dias de iniciado el
experimento. Tanto en esta prueba, como en la de cultivos duales, los aislados antagonistas no
presentaron diferencias significativas (Tabla 5).

Los tratamientos 12 y 13 (que corresponden al formulado comercial T4 y al aislamiento T1,
respectivamente), fueron los que exhibieron mayor inhibicion del crecimiento del patégeno por
efecto antibiotico (Figs. 12y 13).

Tabla 5. Promedios de crecimiento radial (cm) de S. oryzae, en cultivo puro y enfrentado con
Trichoderma sp. en la prueba de metabolitos volatiles.

Numero de Primera medicion Segunda medicién Tercera medicién
tratamiento (a los 3 dias) (a los 6 dias) (alos 9 dias)

2 5,54 b 7,82 bc 8,50 c

3 3,16 ab 6,80 b 8,50 c

4 5,35b 8,50 c 8,50 c

11 4,71 b 5,45 a 6,07 ab

12 3,95 ab 5,10 a 5,52 a

13 3,04 ab 5,24 a 6,00 ab

14 1,96 a 5,13 a 6,28 ab

19 4,60 ab 6,84 b 6,84 b

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05).

Figura 12. Primera y Segunda medicion del tratamiento 13. La

caja ubicada en el margen superior izquierdo de cada imagen

corresponde al testigo, las restantes cajas corresponden a las
repeticiones del tratamiento.
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Figura 13. Detalle de la tercera medicion del tratamiento 13.

Los porcentajes de inhibicién obtenidos en la evaluacién de metabolitos voldtiles, fueron
notoriamente menores en relacién a los obtenidos en la prueba de cultivos duales. EI mayor
porcentaje de inhibicién fue de 36,97%, y lo presentd el tratamiento 12 al inicio del experimento
(Gréfico 2).
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Grafico 2. Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR %) de S. oryzae enfrentado
con Trichoderma sp. para evaluar metabolitos volatiles, medido a los 3, 6 y 9 dias.

DISCUSION
Con respecto a los resultados obtenidos al evaluar cuantitativamente la competencia por espacio,
todos los aislados de Trichoderma sp. lograron inhibir a Sclerotium oryzae en un 50% o mas, como
es el caso del aislado T1 que alcanzé un porcentaje de inhibicidn del 61,46%. Estos resultados
coinciden con los logrados por Gopika et al. (2016), quienes observaron que Trichoderma viride
presentd el mayor efecto antagonista de toda la micoflora y aislamientos bacterianos que fueron
examinados, alcanzando la inhibicién maxima (75,3%) del patégeno. En cuanto a la evaluacién
cualitativa de dicho mecanismo de accién, como ya se expuso anteriormente los aislados se
ubicaron en la clase 2 de la escala de Bell et. al. (1982). En estudios realizados por Martinez et al.
(2008), al evaluar aislamientos de Trichoderma sp. candidatos a biofungicidas para el control de
Rhizoctonia sp. en arroz, obtuvieron resultados similares, ubicandose en las clases 1y 2, el 81,35%
de los aislados analizados; asimismo Bell et al. (1982) observé que el 65% de las cepas
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antagonistas estudiadas se ubicaron en la clase 1 y el 85%, se ubicé en la clase 2 al valorarse
contra el mismo patégeno. Estos datos revelan el gran potencial de competencia que presentan
los aislados de Trichoderma sp. dado fundamentalmente por su velocidad de crecimiento que es
superior a la del patégeno.

En relacion al micoparasitismo de Trichoderma sp. sobre S. oryzae, se observaron tres tipos de
interaccion hifal: lisis, penetracion y enrollamiento. De igual modo, Martinez et al. (2008)
obtuvieron como resultados que el 98,31% de los aislamientos en estudio mostraron al menos un
tipo de interaccidn hifal con el patégeno; el 74% presentaron dos y tres tipos de interaccion hifal;
y so6lo el 5% de los aislados mostraron cuatro tipos de interaccion hifal: lisis, vacuolizacion,
enrollamiento y penetracion. Es importante tener en cuenta que la capacidad de un aislado de un
antagonista de poseer varios tipos de interaccidn hifal, es una caracteristica relevante si se
pretende utilizarlo como agente biocontrolador.

En cuanto al efecto antibidtico de los aislados obtenidos, los porcentajes de inhibicidn calculados
se encuentran en el rango de 20 a 35%, si bien son menores que los alcanzados en la técnica de
cultivos duales, reflejan una buena capacidad antagdnica. Esto es respaldado por Nishant y Smita
(2013), quienes obtuvieron resultados de PICR similares (maximo de 28,88%, y minimo de 21,11%)
al enfrentar y analizar cultivos de dos dias de edad del agente biocontrolador contra S. oryzae. La
importancia de la antibiosis como parte de la actividad antagonista de Trichoderma sp., radica en
que este hongo puede secretar varios compuestos antifungicos simultadneamente y asi impedir la
aparicién de microorganismos resistentes a estos metabolitos, aspecto importante desde el punto
de vista practico.

Mientras mas modos de accién estén presentes en un aislado biocontrolador, mayor serd la
eficacia del mismo en el control del fitopatogeno, y por ende, menor el dafio que puede causarle
al cultivo (Danay Infante et al., 2009).

CONCLUSIONES

e Los aislados de Trichoderma sp. analizados, demostraron accion antagonica ante Sclerotium
oryzae, por medio de los diferentes mecanismos antagdnicos evaluados.

e Eltratamiento 13 que correspondié al aislado T1, fue uno de los que presentd la mayor
inhibicién del crecimiento micelial del patégeno y PICR mas alto, tanto en la técnica de
cultivos duales como en la de antibiosis.

e Los aislados nativos de Trichoderma sp. (T1, T2 y T3), fueron tan eficaces como el producto ya
aprobado para la venta (Rizoderma - T4) debido a que no se observaron diferencias
significativas estadisticas entre ellos en las mediciones realizadas al evaluar los diferentes
mecanismos de accion del antagonista.

e Estos aislados podrian ser tenidos en cuenta para futuras formulaciones biolédgicas
comerciales, si bien se requieren ensayos a campo para evaluar la eficacia de los mismos en
condiciones no controladas.
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