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“CONTROL BIOLOGICO DE Verticillium dahliae KLEB.
CON CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. DE LA
PROVINCIA DE CATAMARCA”

RESUMEN

El género flngico Trichoderma spp. es uno de los microorganismos mas estudiados y
utilizados como agente de biocontrol. Mientras que Verticillium dahliae es un hongo
fitopatogeno que causa grandes problemas, afectando la sanidad de diferentes cultivos,
como por ejemplo en el olivo (Olea europaea L.) en el cual produce la verticilosis del
mismo. Esta enfermedad produjo grandes pérdidas econdmicas tanto a nivel mundial
como regional; en la zona olivarera de nuestro pais afecta las provincias de Catamarca y
La Rioja, entre otras. En este trabajo se partié del supuesto que cepas nativas de
Trichoderma tendrian capacidad de controlar biol6gicamente a Verticillium dahliae Kleb
y su accién antagénica estaria condicionada por la especificidad de la cepa y por factores
abidticos (temperatura, humedad, nutrientes, tipos de suelo). Por lo cual, se plante6:
aislar, identificar y caracterizar funcionalmente cepas nativas del hongo Trichoderma con
actividad biocontroladora sobre el fitopatégeno V. dahliae de la provincia de Catamarca
y zonas aledafias productoras de olivo. Se tomaron muestras de suelo y de material vegetal
para realizar el aislamiento de los microorganismos antagonistas y del fitopatdgeno,
respectivamente. Se efectuaron ensayos microbioldgicos in vitro y en condiciones de
cadmara de cultivo e inverndculo, en los que se evaluaron caracteristicas de crecimiento y
desarrollo de cepas de Trichoderma spp. aisladas, y las cepas promisorias como
biocontroladoras se enfrentaron con el fitopatégeno para evaluar la capacidad antagénica,
en condiciones in vivo utilizando plantines de olivo var. manzanilla. Se determiné que la
cepa TMSA (Trichoderma hamatum) ejercié actividad biocontroladora y se constaté la
presencia de hongos micorricicos nativos colonizando simultineamente la raiz de los
plantines de olivo con cepas de V. dahliae y Trichoderma. Se evidencid el biocontrol
ejercido por la cepa de TMSA en consorcio con hongos micorricicos nativos presentes y
la compatibilidad entre estos hongos tuvo un efecto estimulante del crecimiento vegetal.
A partir de los resultados obtenidos se destaca la importancia de este estudio como base para
un potencial control bioldgico de enfermedades radiculares que afectan a cultivos de interés

regional.
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“BIOLOGICAL CONTROL OF Verticillium dahliae KLEB.
WITH STRAINS NATIVE OF Trichoderma spp. FROM THE
PROVINCE OF CATAMARCA”

SUMMARY

The fungal genus Trichoderma spp. is one of the most studied microorganisms used as a
biocontrol agent. While Verticillium dahliae 1s a phytopathogenic fungus that causes great
problems, affecting the health of d

ifferent crops, such as olive trees (Olea europaea L.) in which it produces verticillium
wilt. This disease causes great economic losses both globally and regionally, in the olive
growing area of our country it affects the provinces of Catamarca and La Rioja, among
others. In this work, it was assumed that native strains of Trichoderma will have the
capacity to biologically control Verticillium dahliae Kleb and its antagonistic action will
be conditioned by the specificity of the strain and by abiotic factors (temperature,
humidity, nutrients, soil types). Therefore, it was proposed: to isolate, identify and
functionally characterize native strains of the Trichoderma fungus with biocontrolling
activity on the phytopathogen V. dahliae from the province of Catamarca and surrounding
olive producing areas. Soil and plant material samples were taken to isolate the
antagonistic microorganisms and the plant pathogen, respectively. Microbiological
assays were carried out in vitfro and under in culture chamber and greenhouse conditions
in which growth and development characteristics of Trichoderma spp. isolates were
evaluated, and the promising strains as biocontrollers were confronted with the
phytopathogen to evaluate the antagonistic capacity, under in vivo conditions olive var.
chamomile. It was determined that the TM5A (Trichoderma hamatum) strain exerted
biocontrolling activity and the presence of native mycorrhizal fungi was confirmed,
simultaneously colonizing the root of olive seedlings with strains of V. dahliae and
Trichoderma. The biocontrol exerted by the TMSA strain in consortium with native
mycorrhizal fungi was evidenced and the compatibility between these fungi had a
stimulating effect on plant growth. Based on the results obtained, the importance of this
study as a basis for a potential biological control of root diseases affecting crops of regional

interest is highlighted.
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ABREVIATURA, SIGLAS Y SIMBOLOS

A: Antagonista

AC: Area de Crecimiento
ACB: Agentes de Control Biolégico
APG: Papa Glucosa Agar
AN: Agar Nutritivo

Amil: Amilolitico

c¢: Conidios

C: coilling

Ca: Calcio

CC: capacidad de campo

cf: Conidi6foros

Cd: Cadmio

CB: Control Biolégico

CF: Colonizacion fungica
°C: Grado Centigrado o Grado Celsius
cm: Centimetro

CP: Crecimiento en paralelo
Cr: Cromo

CZP: Czapek

D: Defoliante

O: Didgmetro

E: Entrecruzamiento

ESO: Endofiticos septados oscuro



ETI: Effector Triggered Immunity

ET: Etileno

F: Fidlides

Fotop.: Fotoperiodo

FAHC: Frecuencia de aparicion de hifas cenociticas
FAHT: Frecuencia de aparicion de hifas tabicadas
FAYV: Frecuencia de aparicion de vesiculares
g: Gramo

h: horas

H: Haustorio

Hf: Hifas

Hf a: Hifa antagonista

Hf p: Hifa patogeno

HT: hifas tabicadas

ha.: Hectarea

HMYV: Hongos Micorricicos vesiculares
HyL: Hongo y Levadura

H°: Humedad

HR: Humedad relativa

IAF: Indice de Area Foliar

JA: Acido jasménico
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Mg: Magnesio
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ME: Microesclerocios

mm: Milimetros

m.o.: materia organica

MP: micoparasitismo
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mm/afo: Milimetros por aflo

mL: Mililitro

min: Minuto

MVA: Micorrizas vesiculo del tipo arbusculares
pum: Micrémetro

NBS — LRR: Nucleotide-binding siteleucine-rich repeats
N: Nitrégeno

ND: No Defoliante

NCBI: National Center for Biotecbology Information
NH3: Amoniaco

PAMPs: Pathogen Associated Molecular Patterns
P: patégeno

pH: Potencial Hidrégeno

PIC: Porcentaje de inhibicion del crecimiento

PTI: (PAMP-triggered immunity)



PF: Peso Fresco

PS: Peso Seco

RLK: Receptor Like Kinasa
rpm: revoluciones por minuto
SAB: Sabouraud

SA: Acido Salicilico

seg: segundos

T°: temperatura

TC: Tiempo de Contacto
Trich: Trichoderma

UFC: Unidades Formadoras de Colonias
var.: variedad

VB: Vid blanca

V. dahliae: Verticillium dahliae
Vert: Verticillium dahliae
VO: Verticilosis del olivo
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“CONTROL BIOLOGICO DE Verticillium dahliae KLEB. CON CEPAS
NATIVAS DE Trichoderma spp. DE LA PROVINCIA DE CATAMARCA”

INTRODUCCION

I.1. Control biolégico

I.1.1. Definicién e importancia

El Control Biolégico (CB) con microorganismos antagonistas comenz6 a ser investigado
de forma constante a partir de los anos 80 (Guédez et al., 2009). Dentro del Manejo
Integrado de Plagas y Enfermedades (MIPE), el uso de Agentes de Control Bioldgico
(ACB) se ha considerado una importante alternativa sustentable para mitigar los efectos
negativos que refieren a la calidad y productividad de los cultivos agricolas (Villarreal

Delgado et al., 2018).

El CB consiste en el control de organismos o microorganismos perjudiciales a través de
organismos o microorganismos benéficos. En los afios 70 definieron al CB como “la
reduccién de la densidad de inéculo o de la actividad de un patégeno o pardsito, en su
estado activo o durmiente, lograda de manera natural o a través de la manipulacién del
ambiente, del hospedero o de antagonistas del patogeno o plaga que se quiere controlar”
Mondino (2006). Posteriormente, en el afio 2001 Eilenberg, Hajek, & Lomer lo definieron
como “el uso de organismos vivos para suprimir una plaga, para reducir su poblacién o

el impacto de ésta, haciéndola menos abundante o dafiina” (Cotes, 2018).

Por otro lado, hace ya algunos afios que la agricultura se ha vuelto dependiente del uso
de plaguicidas quimicos para controlar organismos fitopatégenos, lo que provoca
resistencia en plagas, variacién de la microflora microbiana, contaminacién ambiental
debido a la acumulacién de toxinas en niveles nocivos para seres humanos y el ecosistema
(Wisniewski et al., 2007; Guédez et al., 2009; Goudjal et al., 2014; Herndndez Melchor
etal.,2019; Sood et al., 2020) e incide también en organismos benéficos y ademds en los
costos de produccion (Rey et al., 2000; Vinale et al., 2008; Sood et al., 2020). Un informe
del Consejo Nacional de Investigaciones de EE. UU. indic6é que los productos quimicos
producen un 60 % de riesgos oncogénicos, por lo que luego sectores agro-comerciales

mostraron gran interés en el desarrollo de estrategias ecoldgicas y rentables para el



manejo de enfermedades en plantas, debido al gran interés en la seguridad alimentaria

mundial (WisniewsKki et al., 2007; Sood et al., 2020).

Esto llevé al incremento de las inversiones destinadas a la investigacién y al desarrollo
agricola para mejorar la productividad en el mundo, especialmente en paises en desarrollo
(Hernandez Melchor et al., 2019), permitiendo una produccion de alimentos inocuos y

con menores costos de produccion agricola (Villarreal Delgado et al., 2018).

Como para el ano 2050 se prevé que la poblaciéon mundial alcance aproximadamente
9.100 millones de personas, se estima necesario aumentar la produccion agricola de
alimentos en un 70 % (Cotes, 2018; Sood et al., 2020). Pero problemas como el
calentamiento global y la contaminacidon ambiental repercuten en la productividad de las
plantas, ocasionando estrés tanto bitico como abiético y pérdidas de rendimiento. Siendo
esta pérdida, de entre un 31 —42 %, provocada por los factores bidticos (hongos, bacterias,

virus, nematodos, malezas e insectos) (Figura 1).

Los fitopatégenos de origen flingico estdn entre los mds importantes factores bioticos, ya
que limitan la produccién de cultivos en todo el mundo (Sood et al., 2020). Siendo los
fitopatdgenos de suelo de gran importancia debido a que afectan un amplio espectro de

hospederos.

Las especies de hongos de suelo causales de enfermedades pertenecen principalmente a
los géneros: Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Aphanomyces'y Verticillium
(Acosta Durén et al., 2009), por lo cual se considera de interés encontrar alternativas para
su control que se enmarquen en la agricultura sostenible. En la actualidad, ha cobrado un
gran auge el uso de métodos alternativos, no agresivos para el ambiente, siendo el CB
uno de los mds prometedores y es un componente primordial en las iniciativas de la
agricultura sostenible de varias instituciones y organizaciones (Lopez Herrera et al.,

1999; Rey et al., 2000; Rodriguez Limach, 2011; Zin y Badaluddin, 2020).

En los ultimos afios adquirié gran importancia la busqueda de microorganismos
biocontroladores que inhiban o maten a fitopatdgenos, especialmente aquellos que se
desarrollan en el mismo nicho ecoldgico, con persistencia mas o menos prolongada y con
posibilidad de una inoculacién eficaz mediante el desarrollo de una formulacién que

pueda producirse posteriormente a gran escala (Di Barbaro et al., 2015).



Figura 1: Factores que afectan las plantas. (Fuente:
https://ciencia.unam.mx/leer/943/bienvenido-2020-ano-internacional-de-la-sanidad-

vegetal-por-la-salud-de-las-plantas).

La importancia del CB es que modifica la manera tradicional de controlar las
enfermedades (uso de agroquimicos), desplazando de manera natural a los agentes

infecciosos (Torres et al., 2008).

Para el éxito del manejo de patdégenos se recomienda la implementacion de estrategias de
control integrado de las enfermedades combinando métodos: fisicos, culturales, quimicos
y biolégicos (Ruano Rosa et al., 2015), ya que proporcionan un uso mds sostenible de
fitosanitarios quimicos cuando no es posible acudir a alternativas que los excluyan de
forma significativa, teniendo presente que el éxito del CB depende del equilibrio
complejo de interacciones entre patégeno, el hospedero, el ACB y el medio ambiente

(Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011).

La aplicacién de ACB con concentraciones reducidas de quimicos estimula la supresion
de enfermedades de forma similar a las dosis altas de tratamientos con fungicidas

quimicos (Sood et al., 2020).

Para el uso del CB en enfermedades de suelo, existen mecanismos de reconocimiento e
interacciones entre los ACB, la planta hospedante, el fitopatogeno y los microorganismos
de la rizésfera que se encuentran supeditados a variaciones en diferentes periodos de
tiempo (lluvia, sequia), concentraciones de sales, pH, entre otros, por lo que conocer la

ecologia de los ACB es significativo para comprender la relacién entre antagonistas y los

_3-



componentes de la rizosfera, siendo esto de gran importancia para la implementacion del

biocontrolador (Figura 2).

Cuando se analiza el CB se necesitan realizar estudios antagénicos sobre los diversos
fitopatdgenos, sin generalizar o extrapolar su eficacia a un amplio rango de hongos, ya
que entre los antagonistas y los fitopatégenos existe cierta especificidad que se debe

evaluar (Hoyos Caravajal et al., 2008).

hormonas
vitaminas
Factores del e metabolitos _

/ T

Nutrientes Aire

Figura 2: Interaccién Planta — Fitopatégeno — ACB — Microorganismos rizosféricos vs.
Factores abidticos (Fuente: https://docplayer.es/58898171-Interaccion-de-

microorganismos-beneficos-en-plantas.html).

Existen varias formas de lograr un CB efectivo, a veces puede darse de manera natural,
sin intervencion antrépica, y otras veces puede ocurrir por el uso de practicas culturales
(rotacion de cultivos, solarizacion y condiciones de almacenamiento en poscosecha) de
manera de favorecer a los antagonistas naturales y desfavorecer al fitopatégeno en el sitio

de accidn.

También puede ocurrir aplicando de manera masiva microorganismos antagonistas
previamente seleccionados, buscando que estos antagonistas no sean foraneos, sino que
formen parte de la microflora normalmente presente en esos lugares para asegurar, una

rapida adaptacion al lugar donde se espera que ocurra el biocontrol (Vero, 2006 a).



La colonizacion de ACB en raices puede ser tanto endofitica como superficial; ambas
formas tienen la capacidad de inducir respuestas sistémicas como localizadas por parte
del hospedero, que limitan el ingreso de fitopatégenos (Moreno Velandia et al., 2018).
Este es un proceso dindmico en el que actian diferentes factores: disponibilidad de agua,
temperatura, pH, tipo de suelo, composicion de exudados de raices, presencia de otros
microorganismos, planta hospedera, ACB, etc. (Infante Martinez, 2014) (Figura 3). Los
factores mencionados determinan cémo los ACB del suelo pueden establecerse en la
rizosfera y/o dentro de la raiz de la planta (Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011),
donde ellos ejercen el control sobre los fitopatégenos ya que la rizdsfera representa la
primera linea de defensa de la planta contra organismos fitopatégenos edaficos, evitando

asi el establecimiento de éstos en la raiz (Villarreal Delgado et al., 2018).

i
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el N l »' Antropico - Rotacion de cultivos

Prdcticas culturales = Solarizacion
- Manejo poscosecha

- Aplicacion de antagonisias

| ACB I

Colonizacich

Endofitica Superficial

HOSPEDANTE
Reaccion
Localizada o Sistémica

J

| FITOPAT()GENOI

Figura 3: Accion de ACB sobre las plantas huésped.

I.1.2. Interaccion planta — patégeno — biocontrolador
Continuamente las plantas se encuentran sometidas a condiciones ambientales
cambiantes, siendo éstas en ocasiones desfavorables, debiendo adaptarse para sobrevivir,
de igual modo que lo hacen frente a microorganismos potencialmente perjudiciales (virus,
bacterias, hongos, entre otros), hasta con insectos y nematodos. Sin embargo, cuando la
planta es un hospedero natural de un patdégeno, se establece una interaccion entre la planta
y el patégeno, pudiendo concluir en el desarrollo de la enfermedad. Caso contrario ocurre

cuando no es hospedero natural de un organismo patdgeno, la cual es la situaciéon mas
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frecuente en la naturaleza, en donde el microorganismo no le ocasiona ningun efecto
perjudicial debido a la presencia de mecanismos de autorregulaciéon (Mondino, 2006; San

Segundo, 2011).

El CB hace referencia a la utilizacion de microorganismos benéficos que pueden reducir
los efectos de los patdgenos sobre las plantas. Para que ocurra una enfermedad un
organismo fitopatégeno debe competir con otros microorganismos para asegurarse un
sitio adecuado en la planta susceptible. Por lo tanto, un buen antagonista o biocontrolador
deberia ser capaz de impedir que el fitopatdgeno colonice al hospedero y comience la
infeccion, o también podria destruir al fitopatégeno impidiendo la enfermedad. En estas
acciones intervienen diferentes mecanismos: competencia con el patdégeno, por nutrientes
o espacio en el sitio de infeccion, la inhibicién o destruccién del patégeno por produccion
de sustancias toxicas en el sitio de accidn y la induccién de la respuesta de resistencia de

la planta (Vero, 2006 a) (Figura 4).

El CB de fitopatégenos del suelo es complicado ya que esta regulado por la interacciéon
biocontrolador — patégeno — planta (Moreno Velandia et al., 2018). La planta puede
seleccionar sus colonizadores a través de exudados que elabora (azicares, aminoécidos,
compuestos volatiles: etanol, hidrocarburos poliacetilénicos, aldehidos y alcoholes
butilicos e isopropilicos, como también no volatiles: sulféxidos) (Jiménez Diaz, 1996;
Moreno Velandia et al., 2018). Por lo tanto, la viabilidad en la introduccién de un agente
antagonista en un sistema planta — suelo — ambiente, no garantiza los mismos resultados

y sobrevivencia en otro tipo de suelo o genotipo (Moreno Velandia et al., 2018).

]
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Figura 4: Factores predisponentes para que la planta se enferme o encuentre sana.
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La colonizacion microbiana en los vegetales estd regulada por sefales e
intercomunicaciones hormonales. El sistema de defensa vegetal reconoce patrones
moleculares que emite el patdgeno (PAMPs: Pathogen Associated Molecular Patterns) y
emite en su defensa PTI (PAMP-triggered immunity), por lo que el patégeno para evadir
el PTI segrega moléculas defectoras las cuales son superadas en plantas resistentes y
emite una mayor defensa, que puede llevar a la muerte celular o necrosis tisular
programada (Effector Triggered Immunity o ETI). Los vegetales tienen también
receptores extracelulares en las membranas, como los RLK (receptor like kinasa) que
reconoce los PAMPs e intracelulares como los NBS — LRR (Nucleotide-binding
siteleucine-rich repeats) que reconoce los efectores. Dentro de las hormonas vegetales
involucradas en la defensa de las plantas frente al ataque de fitopatégenos se encuentran:
el 4cido salicilico (SA), que actia frente a organismos bio o hemibiotropicos, mientras
que el acido jasmoénico (JA) y el etileno (ET) se activan frente a microorganismos
necrotréficos, siendo antagonistas entre si el SA y JA (Figura 5). Pero en el caso de
Trichoderma la relacion biocontroladores y el hospedero no esta bien definida, donde los
ACB obtienen sacarosa de las plantas a cambio de contar con la capacidad de promover

el crecimiento vegetal y protegerla de los fitopatogenos.

Detensa quimica:
Fitopatégenos / Alcaloides
[0 R - Fenoles simples

. Aceil
t‘..\ pasivas \ n-::n:L:I|!

Terpenas
Barreras
estructurales

Inmunidad innata
{delensa inducible)

PTI ETI
(Inmunidad inducida por (Inmunidad inducida par
PANPS) electores)

Figura 5: Mecanismos de accién molecular de agentes fitopatégenos vs. reaccion
molecular de defensa de la planta hospedante (Fuente:
https://www.encuentrosenlabiologia.es/2016/03/1a-coevolucion-como-un-sistema-de-

defensa-en-la-interaccion-planta-patogeno/).  Referencias: PTI: PAMP-triggered
immunity; PAMPs: Pathogen Associated Molecular Patterns; ETI: Effector Triggered

Immunity.



1.1.3. Usos del control biologico
El uso de ACB se inici6 a principios del siglo XIX utilizando organismos vivos o sus
metabolitos para mitigar las enfermedades en cultivos agricolas (Villarreal Delgado et al.,
2018), pudiendo ser utilizado de manera preventiva o paliativa, si es aplicado antes o

después de la siembra.

Asi también dada las cualidades, el CB se puede combinar con otras herramientas de
control para lograr un manejo integrado, como lo es la refrigeracién y el uso de productos
quimicos (métodos tradicionales para controlar pudriciones postcosecha). En poscosecha
se posibilita el control de los factores como: temperatura; humedad, etc., lo que beneficia
a los agentes de biocontrol y facilita el manejo (Pal y Gardener, 2006; Wisniewski et al.,
2007). Por otro lado, es importante porque los fungicidas posibles de emplear en
poscosecha son muy reducidos y cada vez tienen mayor restriccion higiénico sanitaria, ya
que son potenciales agentes oncogénicos cuando se aplican a frutas y verduras. Esto hace
que el CB resulte una practica adecuada e inocua para los seres humanos debido a que no

deja efecto residual en frutas y verduras a diferencia de los agroquimicos (Guédez et al.,

2009).

I.1.4. Tipos de control biol6gico
Hay una variedad de estrategias de CB disponibles, de manera mas amplia, el término CB
también se ha aplicado al uso de productos naturales extraidos o fermentados, de diversas
fuentes. Pueden ser mezclas muy simples, de ingredientes naturales con actividades
especificas o mezclas complejas con miiltiples efectos sobre el huésped, asi como la plaga

o patégeno objetivo. Ejemplo de estos son:

I.1.4.1. Biocontrol con extractos vegetales
Los extractos vegetales son considerados bioinsumos, obtenidos a partir de plantas y
tienen un efecto beneficioso para el crecimiento y la sanidad de cultivos, minimizando el
dafio producido por agentes fitopatogenos. Asi también es una practica sustentable que
permite la conservacion de los recursos naturales y el cuidado de la salud humana. La
obtencion de los extractos puede realizarse a través de varios métodos: extraccion
mecdnica, destilacion, extraccion con fluidos supercriticos y extraccidon con solventes

(Amaguafia Rojas y Churuchumbi Rojas, 2018).

Como ejemplo se puede citar que a partir de hojas de frutilla (Fragaria vesca) se realizé

un extracto que posee fenoles con propiedades antimicrobianas e inductoras de la defensa
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vegetal contra fitopatégenos (Di Peto, 2017). También se evalu¢ el efecto que ejerce la
Moringa oleifera (Moringa), Persea americana (Palta o Aguacate), Equisetum hymale
(Cola de caballo), Larrea tridentata (Gobernadora), Gnaphalium semiamplexicaule
(Gordolobo), Peumus boldus (Boldo), Brickellia squarrosa (Prodigiosa), Rosmarinus
officinalis (Romero) y Physalis coztomatl (Costomate), sobre los hongos: Fusarium
oxysporum, F. solani y Rhizoctonia solani, y los resultados manifiestan una excelente
alternativa al control y manejo de fitopatégenos (Rodriguez Castro et al., 2020). Lépez
Benitez et al. (2005) evaluaron la inhibicién que ejercian los extractos acuosos de ajo
(Allium sativum), gobernadora (Larrea tridentata), hojasén (Flourensia cernua), clavo de
olor (Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum zeylanicum) y mango (Mangifera
indica) sobre los hongos de suelo de F. oxysporum f. sp. lycopersici, R. solani y V.

dahliae.

1.1.4.2. Biocontrol con microorganismos
La mayoria de los ACB son de especies de los géneros Pseudomonas, Trichoderma y
Bacillus, este ultimo posee caracteristicas como, estimulante de crecimiento y
biocontrolador con alta sobrevivencia por la capacidad que posee de formar endosporas
(Moreno Velandia et al., 2018). En cambio, Trichoderma es de gran uso por su estabilidad
en la colonizacion radicular, siendo endofitico con capacidad de micoparasitar, competir
por nutrientes, generar antibiosis y por ser inductor de resistencia en las plantas. Mientras
que Pseudomonas posee gran versatilidad metabdlica, es capaz de colonizar la raiz de
manera endofitica, producir sider6foros y promotores de crecimiento, como asi también
se adapta a condiciones de estrés (Moreno Velandia et al., 2018) (Tabla 1). Tanto
Trichoderma spp. como Bacillus spp. y Pseudomonas spp., son conocidos como
biocontroladores de fitopatégenos de suelo, como son: Pythium oligandrum,
Coniothyrium minitans, Sporidesmium sclerotivorum y F. oxysporum (Moreno Velandia

etal.,2018).

Las rizobacterias, Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Arthrobacter y Stenotrophomonas,
son promotoras de crecimiento vegetal y producen compuestos voldtiles que pueden
prevenir enfermedades en plantas. Pueden tener accién directa sobre fitopatogénos o

estimular la resistencia sistémica en las plantas (Ramirez y Kloepper, 2011).



Tabla 1: Caracteristicas de microorganismos biocontroladores.

Microorganismos Caracteristicas

e (Coloniza el sistema radicular
e Produce sideroforos

Pseudomonas
e Es promotor de crecimiento vegetal
e Se adapta a condicion de estrés
e (Coloniza el sistema radicular
e Micoparasita

Trichoderma e Compite por nutrientes
e Antibiosis
e Inductor de resistencia vegetal
e Estimulante de crecimiento vegetal

Bacillus e Biocontrolador

e Formador de endosporas

1.1.4.2.1. Biocontrol con Trichoderma spp.

El uso de Trichoderma en agricultura es efectivo no solo contra patégenos vegetales, sino
también contra plagas de insectos. Actualmente Trichoderma spp. es muy utilizado como
ACB en la agricultura, por su capacidad para micoparasitar. Se conoce la capacidad que
presenta para controlar insectos plagas, por via directa, por su capacidad para parasitar y
producir metabolitos que actiian como insecticida o repelente, como asi también el control
indirecto que ejerce en las respuestas de defensa de las plantas, ya que actia como
estimulante del sistema de respuesta (Poveda, 2021). Ademads, se encuentra en estudio el
control que ejerce sobre los nematodos fitéfagos (TarigJaveed et al., 2021). Este género
tiene la capacidad de actuar como agente de biocontrol de manera efectiva, siendo de bajo
costo su produccion, no causa dafo ambiental y no perjudica a organismos utiles que
contribuyen al equilibrio del ambiente (Michel Aceves et al., 2008; Sood et al., 2020).
Segtn estudios llevados a cabo, Trichoderma resultd ser un hongo con eficiencia para
reducir fitopatégenos que producen infecciones, como los que ocasionan enfermedades

vasculares o enfermedades foliares en plantas (Martinez et al., 2013 a; Guerrero, 2016).
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1.2. Trichoderma spp.
1.2.1. Generalidades

El género Trichoderma se ubica taxondmicamente en la familia Hypocraceae (Tabla 2),
se caracteriza por no presentar un estado sexual determinado (Moreno Velandia et al.,
2018; Sanchez Hernandez et al., 2018). Este género cuenta con mds de 30 especies, todas

con efectos benéficos para la agricultura y otras ramas (Valdés Rios, 2014).
Tabla 2: Taxonomia del género Trichoderma.

Reino: Fungi |

Division: Ascomycota

Subdivision:
Perizomycotina

Orden: Hypocreales

- Clase: Sordariomycetes

Familia: Hypocraceae

En algunos aislamientos se describid el estado sexual, dentro de los géneros Hypocrea,
Podostroma, Sarawakus, Aphysiostroma y Protocrea, siendo Trichoderma un grupo de
derivados clonales que perdi6 la capacidad de completar el ciclo sexual. Por lo que
Trichoderma es de reproduccién asexual con micelio y abundante cantidad de conidios
(o esporas) color verde, se forman a partir de células desnudas de su cuerpo fructifero, es
de crecimiento rdpido y con amplia produccién de enzimas (Martinez et al., 2013 a). Los
conidios son de forma ovoidal formados a partir de conidi6foros muy ramificados y
tabicados (Tabla 3). También cuenta con estructuras de resistencia, denominadas
clamidosporas formadas sobre el micelio con gruesa y rugosa pared celular. Las especies
mas usadas para el CB son: T. atroviride; T. hamatum; T. asperellum y T. harzianum

(Lopez Mondéjar, 2011).

Trichoderma es un hongo de vida libre, aerobio facultativo, simbiontes de plantas,
avirulento. Es fécil encontrarlo en los suelos agricolas, como también en otros ambientes

y particularmente en raices (Martinez et al., 2013 a; Valdés Rios, 2014).

Por otro lado, se identific recientemente Hypocrea lixii como estado sexual de T.

harzianum, especie muy citada en control biolégico (Lépez Mondéjar, 2011).
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Tabla 3: Caracteristicas morfoldgicas del género Trichoderma spp.

e Reproduccion asexual

e Micelio abundante

e Conidios verdes (abundantes, rapido
Caracteristicas crecimiento).
morfologicas
) e Fiilides
Trichoderma
Spp- e Conidiéforos (ramificados)
e (Clamidosporas
e Produccion de enzimas
Caracteristicas Produccitn d bols L4kl
fisiologicas e Produccion de metabolitos (volatiles y no

volatiles)

Este género posee gran capacidad de colonizacién y adaptabilidad, cuenta con posibilidad
de habitar diferentes suelos (agricolas, forestales, acidos), sustratos con diferentes
contenidos de materia orgdnica y amplio rango de temperaturas. Por sus diferentes
capacidades es ubicado en el grupo de hongos hipogeos, lignolicolas (Harman et al.,

2004; Morén Diez, 2008 y Martinez et al., 2013 a).

Las mejores condiciones para el crecimiento y desarrollo de este hongo son:

1. Temperatura de desarrollo; 15 — 35 °C, siendo la T° 6ptima 25 °C.
2. Humedad Relativa: crece con 20 a 80 %, con 6ptima de 70 %
3. pH: sobrevive en amplio rango ya que tiene capacidad de acidificar el medio en

que se encuentra (secrecién de dcidos orgdnicos), siendo el rango Optimo para el

desarrollo de 6 a 6,5 (Sanchez Pérez, 2009).

4. La luz es un factor de gran importancia para el desarrollo, la esporulacién y la

produccion de metabolitos secundarios (Martinez et al., 2013 a).

Algunas cepas de Trichoderma colonizan sitios puntuales en la superficie de la raiz, por
ejemplo, toda la capa superficial (epidermis) o las primeras o segundas capas debajo de

esta (Harman et al., 2004).
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La correcta eleccion de una cepa promisoria de Trichoderma de acuerdo con las
cualidades deseables que presente, genera beneficios en los modos de accion y aptitudes
ecoldgicas, siendo estas especificas de las especies o cepa en particular para desarrollar
todo su potencial en un producto comercial exitoso (Martinez et al., 2013 a; Moreno
Velandia et al., 2018). También Trichoderma spp. es conocida por su variada aplicacion,
desde el recubrimiento de semillas hasta la poscosecha, y desde el suelo hasta las hojas
(Moreno Velandia et al., 2018). La capacidad como biocontrolador se debe a los multiples
mecanismos que posee: sintetiza compuestos volatiles y no volatiles (trichodermina,
metabolitos peptidicos, gliotoxina y viridina, suzukacilina, dermadina, trhocziamina,
gliovinirna y diterpenos tetraciclicos, triterpeno viridin y sesquiterpenos (Infante et al.,
2009; Hernandez Melchor et al., 2019), como compuestos antagénicos (proteinas,
enzimas y antibidticos) y promotores de crecimiento vegetal (hormonas y vitaminas)
(Hernéndez Melchor et al., 2019), asi también genera competencia por nutrientes, espacio
y micoparasita (Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004; Lépez Escudero
y Mercado Blanco, 2011; Moreno Velandia et al., 2018; Sood et al., 2020).

A su vez, Trichoderma tiene diversas ventajas como ACB; toma nutriente de los hongos
(alos cuales degrada) y de la materia orgdnica ayudando a su descomposicion, por lo cual
las incorporaciones de materia orgdnica y compostaje lo favorecen (Valdés Rios, 2014).
Entre los requerimientos nutricionales de Trichoderma se encuentran los sustratos
complejos como: almidon, pectina y celulosa entre otros que pueden ser degradados, asi
también puede asimilar compuestos nitrogenados como: nitritos, urea, aminodcidos y
sulfato de amonio, mientras que los elementos traza requeridos para su crecimiento son:
hierro, zinc, cobre, molibdeno, manganeso y vitaminas, siendo requeridos en

concentraciones de alrededor 10° M. (Agamez Ramos et al., 2008).

1.2.2. Modo de accion como antagonista

Los antagonistas pueden presentar mds de una manera de accionar, esto resulta de gran
interés al momento de la eleccién del ACB (Martinez et al., 2013 b; Infante Martinez,
2014), de este modo también se evita la resistencia de las cepas (Vero, 2006 b). Por lo
que los mecanismos dependen de cada cepa de Trichoderma y de las condiciones
ambientales. El mecanismo de accién antagonico de Trichoderma se demostro en 1932
por Weindling, actualmente se conocen acciones indirectas y directas, estas ultimas
regulan el desarrollo de los hongos fitopatégenos (Moran Diez, 2008; Infante et al., 2009;
13-



Martinez et al., 2013 a; Infante Martinez, 2014) como son: micoparasitismo, antibiosis,
competencia (por nutriente y espacio), siendo para Guédez et al. (2009) el
micoparasitismo el principal mecanismo de accion de estos hongos y el mds conocido

(Howell, 2003).
1.2.2.1. Micoparasitismo

Es el impacto directo de Trichoderma sobre otra especie de hongo. Actualmente se
conocen 75 especies de Hypocrea / Trichoderma con esta capacidad. Los procesos que
se describen a continuacion ocurren de manera secuencial y continua (Hoyos Caravajal

et al., 2008; Infante et al., 2009; Sood et al., 2020; Erazo et al., 2021).

1. Crecimiento quimiotrdfico: Es el crecimiento directo hacia un estimulo quimico. En
la etapa de localizacion del hospedante, Trichoderma puede detectar al fitopatégeno a la

distancia y sus hifas crecen en direccion a él.

2. Reconocimiento: El reconocimiento se realiza a través de interacciones lectinas-
carbohidratos, encontrdndose los carbohidratos presentes en la pared celular de
Trichoderma, mientras que las lectinas en fitopatégenos. Luego el proceso continia con
el desarrollo de las hifas y apresorios. Segun investigaciones realizadas estas son efectivas
solo contra fitopatdgenos especificos, por lo que el reconocimiento molecular entre

Trichoderma y el fitopatégeno (hospedante) es esencial para el antagonismo.

3. Adhesion y enrollamiento: Posterior al reconocimiento, las hifas de Trichoderma se
adhieren a las del hospedante mediante hifas y apresorios que se enrollan alrededor del
hospedante, la adherencia de las hifas de Trichoderma ocurre a través de la asociacion

carbohidrato — lectina.

4. Actividad litica: En esta etapa hay produccién de enzimas liticas extracelulares
(quitinasa, celulasa, glucanasa y proteasas), que degradan la pared celular del
fitopatégeno y estructuras de resistencia que posibilitan la penetracién de las hifas del
antagonista, como también facilitan la insercion de estructuras especializadas (hifas,
haustorios) para la absorcion de nutrientes del interior del fitopatdgeno. Finalmente, el
micoparasitismo termina con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula del
fitopatégeno. El citoplasma restante se encuentra rodeando las hifas invasoras, con
sintomas de disgregacidn, retraccion de la membrana plasmatica y desorganizacion del
citoplasma (Harman et al., 2004; Infante et al., 2009; Guédez et al., 2009; Infante
Martinez, 2014).
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Algunas de las investigaciones muestran el accionar de Trichoderma frente a Rhizoctonia
solani, Alternaria alternata; Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp., Botrytis cinerea,
Pythium spp. y Ustilago maydis donde se constata el deterioro de los fitopatégenos (Sood
et al., 2020). En estudios a través de observaciones microscopicas destacan que no
siempre es factible visualizar estas interacciones, ya que depende del aislado de

Trichoderma y el agente fitopatégeno en cuestion (Infante Martinez, 2014).
1.2.2.2. Antibiosis

Es la acci6on directa de antibidticos o metabolitos téxicos producidos por un
microorganismo sobre otro. Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos
secundarios voldtiles y no volétiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros
microorganismos, no llegando al contacto fisico, tales sustancias inhibidoras se las
considera antibidticos. Se conocen mds de 180 metabolitos secundarios producidos por el
género Trichoderma, los que se agrupan en peptaibol, policétido y terpeno segiin su
origen biosintético. La habilidad que tiene una cepa de Trichoderma de producir
simultdneamente diferentes compuestos antifingicos, reduce el riesgo de resistencia en
los microorganismos (Infante Martinez, 2014). Como en el caso de 7. viride que produce
gran variedad de antibidticos, entre ellos tricotoxinas A y B, tricodeceninas, tricorovinas
y tricocelinas (Sood et al., 2020) y T. virens que inhibid el crecimiento de Pythium
ultimum y una especie de Phytophthora, pero no ocurri6 lo mismo con Rhizoctonia solani,
Thielaviopsis basicola, Phymatotrichum omnivorum, Rhizopus arrhizus o V. dahliae
(Howell, 2003). También se comprobd que la enzima producida por Botrytis cinérea, para
degradar la pared celular vegetal es degradada por enzima segregada por 7. harzianum,
al igual que la fitotoxina que produce R. solani, que es degradada por a-glocosidasa

excretada por T. viride (Infante Martinez, 2014).

1.2.2.3. Competencia por sustrato
Se da cuando dos 0 mds organismos tienen requerimientos iguales, pero alguno de ellos
es mas competitivo, lo que reduce la cantidad disponible para los demas. Trichoderma
debido a la velocidad de crecimiento y desarrollo que posee, tiene capacidad de competir
por: sustrato, nutrientes, espacio, oxigeno (Infante et al., 2009; Cano, 2011; Infante
Martinez, 2014; Sood et al., 2020), tal es el caso de la competencia por carbono (C) entre
Trichoderma y hongos fitopatogenos como: Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporium,
como asi también por puntos de infeccién con fitopatdgenos de la rizésfera (Sood et al.,

2020). A su vez Trichoderma en comparacién con otros microorganismos tiene gran
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eficiencia para movilizar y absorber nutrientes del suelo también puede reducir el pH del
suelo por medio de la biosintesis y la capacidad de liberar dcidos organicos que facilitan
la solubilizacién de micronutrientes. Asimismo, Trichoderma posee la capacidad de
generar sider6foros dejando al Fe (Fe?*) disponible o de la misma manera también puede
insolubilizarlo impidiendo la disponibilidad para los patégenos (Cano, 2011; Sood et al.,

2020).

Este género puede ser agregado al suelo o aplicado como tratamientos de semillas y crece
facilmente junto con el sistema radicular de la semilla tratada (Howell, 2003), esto es muy
importante para un ACB ya que de otra manera no podria competir si no tuviera esa
capacidad. En la competencia también influyen factores abiéticos como: tipo de sustrato,
pH y temperatura, entre otros, encontrandose Trichoderma adaptada para tomar nutrientes
disponibles o sobrevivir (como clamidosporas) cuando son escasos (Infante Martinez,

2014).

1.2.3. Usos de Trichoderma

I.2.3.1. Como biorremediador

Trichoderma cuenta con la capacidad de generar enzimas capaces de degradar materia
orgdnica como asi también sustancias toxicas para el ambiente, importantes para el
proceso de biorremediacion (Zin y Badaluddin, 2020). Se conoce que Trichoderma actia
como agente biodegradante de productos fitosanitarios y degrada grupos de pesticidas de
alta persistencia en el ambiente, sirviendo como descontaminante del suelo (Valdés Rios,
2014). En un estudio de biodegradacién de herbicidas de cloroacetanilida, como alaclor
y metolaclor, a través de ocho cepas de Trichoderma spp., se lograron biodegradar entre
un 80 y 99 % de alaclor y entre un 40 y 79 % de metolaclor después de 7 dias de
incubacién (Nykiel Szymanska et al., 2020). Asi mismo, Sood et al. (2020) en
investigaciones realizadas con diferentes cepas de Trichoderma encontraron efectividad
como descontaminantes, tal es el caso de T. harzianum en la degradacion de fenoles,
cianuro y nitrato, como asi también en la desintoxicaciéon de suelo con cadmio (Cd),

mientras que 7. inhamtum redujo la concentracion de cromo (Cr).
1.2.3.2. Agricola

En la agricultura, Trichoderma es muy utilizado por las diversas capacidades que posee,

entre ellos como agente de biocontrol contra organismos fitopatégenos, bacterias,
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nematodos y hongos en plantas enfermas, también actia de manera indirecta, mejorando
la resistencia en las plantas atacadas por agentes bioldgicos, igualmente lo hace como
estimulante de crecimiento y desarrollo de las plantas (Liu et al., 2020; Sood et al., 2020).
Esta presente también en procesos de descomposicion de desechos organicos, coopera en
la mineralizacién y reutilizacion de residuos como asi también promueve la absorcion y
el uso eficiente de nutrientes y fertilizantes (Herniandez Melchor et al., 2019; Zin y

Badaluddin, 2020; Sood et al., 2020).
- Obtencion industrial

Trichoderma cuenta con la gran capacidad de crecer en diferentes residuos

agroindustriales, generando asi subproductos de gran valor para el control biol6gico.

Actualmente, la obtencién de estos subproductos de calidad y en cantidad suficiente para
aplicaciones masivas, a través de tecnologias sencillas, econémicas y efectivas, es un
tema de estudio importante debido a la diversidad y volumen de residuos agroindustriales

que se generan en zonas productivas.

Se encuentran diferentes estudios que evaluan la produccién de esporas viables y en
cantidad de Trichoderma. Generalmente se usa la cascarilla o paja de arroz, de trigo y
productos de la industria azucarera para la multiplicaciéon de Trichoderma a través de
fermentacidn liquida y/o sélida. La utilizacién de productos agricolas con alto contenido
celulésico son una posibilidad de reemplazar el uso del arroz y trigo ya que éstos
presentan altos costos (Agamez Ramos et al., 2008; Michel Aceves et al., 2008). Es por
ello que se presenta como alternativa el uso de la cascara de tomate (cdliz maduro); arroz
(glumas y lemas); ajo (catéfilas coridceas); cacao (testa de la semilla); mani (pericarpio
del fruto), granos de: arroz, sorgo, alpiste y maiz y rastrojo de soja y maiz (Michel Aceves
et al., 2008), como también el de semillas de arboles (Artocarpus incisa), que pueden ser
utilizadas para enriquecer sustratos dado a su alto poder nutritivo (ricas en azucares, con
20 a 37 % de carbohidratos, calcio, hierro, fosforo y niacina, etc.) (Agamez Ramos et al.,
2008). También se estudio el efecto que presenta la inoculacion de la cepa T. viride 137
en el bagazo de cafia de azicar fermentado con la microbiota propia (Valifio et al., 2003).
Por lo que Allori Stazzonelli et al. (2017) consensuaron que es factible el uso de residuos
de la industria azucarera (bagazo y melaza) para la produccion artesanal de Trichoderma,

a través de la fermentacion sélida.
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- Uso como biocontrolador

El género Trichoderma, forma parte del 60 % de los biofungicidas registrados en el
mundo (Sood et al., 2020), donde el 67 % estd constituido por una sola especie de
Trichoderma y el resto son combinaciones entre dos 0 mas especies del mismo género o
con hongos formadores de micorrizas, bacterias u otros compuestos biolégicos. Las
formulaciones de los biofungicidas pueden ser tanto liquidas como sélidas, formuladas
en talcos, vermiculita, salvado de trigo, cdscara de café, aceite vegetal o mineral, y
desechos de banano. Las especies mas utilizadas son 7. viride, T. virens y en mayor
proporcién T. harzianum (Gonzdlez Cérdenas et al., 2005; Herndndez Mendoza et al.,
2011; Lépez Mondéjar, 2011; Herndndez Melchor et al., 2019). El género Trichoderma
no solo produce sustancias antibidticas, sino que también estimula a las plantas a producir
sus propios compuestos antimicrobianos (Harman et al., 2004). En estudios realizados
por Sood et al. (2020) con T. harzianum se evalud la asimilacion de quitinasa en plantas
de papa y tabaco y obtuvieron plantas transgénicas con resistencia tanto a enfermedades
de suelo como foliares, producidas por ejemplo por Rhizoctonia solani y Alternaria

alternata, respectivamente.

Son varias las investigaciones sobre el uso de Trichoderma, como ser, en la etapa de
poscosecha para la proteccién de frutas y verduras durante el almacenamiento, hay
trabajos donde se emplearon 10 aislados de 7. harzianum y T. viride para el control de
Lasiodiplodia theobromae (patégeno de la pudricién del fruto del banano), como asi
también se aplico una emulsion de 7. harzianum en manzana para prevenir la
descomposicion causada por el moho azul, luego de la cosecha (Sood et al., 2020). Hay
experiencias en invernaderos con la cepa T. harzianum (cepa T-22) para el control de
enfermedades, la cual tiene mayor duraciéon que los agroquimicos y es de menor costo
(Harman et al., 2004). Asi también, un estudio llevado a cabo por Santamarina y Rosellé
(2006) con T. harzianum evidencié la capacidad antagénica frente a V. dahliae y
Rhizoctonia solani inhibiendo el crecimiento miceliar (Alonso Bahena, 2020). En tanto
Benouzza et al. (2020) evaluaron la capacidad antagénica de diferentes cepas de
Trichoderma nativas de Argelia como antagonista frente a dos cepas de V. dahliae, las
cepas de T. artroviride y las de T. harzianum son las que presentaron mayor capacidad
antagoénica frente al fitopatdégeno, asi también controlaron el marchitamiento en plantas
de tomate. Mientras que otros ensayos de antagonismo entre cepas de Trichoderma frente

al V. dahliae resultaron con potencialidad antagénica y se evidenci6 la emision de varios
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compuestos (Reghmit ez al., 2021). Estudios realizados sobre el crecimiento, la severidad
de la enfermedad y la defensa de plantas de berenjena con verticilosis, tratadas con cepas
de T. artroviride y T. virens combinados también con cepas promotoras de crecimiento
como rizobacterias (Bilginturan y Karaca, 2021) mostraron que redujeron la severidad de
la enfermedad e incrementaron los pardmetros de crecimiento. En tanto, en preparados
biolégicos con proteina Harpin (Messenger Gold), Mycorrhiza ERS - Trichoderma
harzianum (T22 Planter Box) y junto al caldo bordolés en diferentes combinaciones
lograron eficiencia en el control de la marchitez originada por V. dahliae. Entre otros
antagonistas, 7. flavus es uno mds utilizados para controlar el marchitamiento por
Verticillium en berenjena, papa, algodén y tomate (Puri et al., 2021). Antecedentes a nivel
regional de los dos microorganismos de interés, Trichoderma spp. y V. dahliae no fueron

encontrados.
- Uso como estimulante de crecimiento

Trichoderma en los dltimos afnos ha sido utilizado también como biofertilizante por su
capacidad de estimular el crecimiento, el desarrollo y el rendimiento de las plantas, en
especial del sistema radicular debido a la secrecién de fitohormonas inductoras del
crecimiento del tejido meristematico primario (Infante Martinez, 2014), como también
por su capacidad para incrementar la disponibilidad y la absorcién de nutrientes (solubles
o insolubles) y mejorar la tolerancia al estrés bidtico y abidtico (Gonzdlez Salgado et al.,
1999; Cupull Santana et al., 2003; Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008; Infante et al.,
2009; Sood et al., 2020).

Existe referencia sobre la capacidad de 7. virens y T. atroviride en aumentar la produccién
de biomasa y el desarrollo de raices laterales en Arabidopsis silvestre. Como asi también,
hay referencia que 7. atroviride promueve el crecimiento de Capsicum annuum y T.
hamatum promueve el crecimiento tanto de raiz y en altura de Pinus radiata. Este efecto
que produce Trichoderma en las plantas es perdurable en el tiempo, en plantas anuales se

aplica en pequefas cantidades o en semillas (Liu et al., 2020).

Harman et al. (2004) plantearon que el crecimiento de las plantas puede también
incrementarse por presencia de otros microorganismos benéficos y/o hongos

micorricicos.
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- Uso como inductor de resistencia

La produccion de compuestos inhibidores segregados por Trichoderma poseen también
accion biorreguladora induciendo mecanismos de defensa fisioldgica y bioquimica en las
plantas, activando compuestos y logrando resistencia frente al ataque de microorganismos
dafiinos. Este proceso puede ser: sistémico, producido por xilanasa y celulasa, o
localizado y transitorio relacionado con la sintesis del etileno en las plantas (Harman et
al., 2004; Infante et al., 2009; Valdés Rios, 2014). Como ejemplo, 7. virens, T.
asperellum, T. atroviride y T. harzianum inoculadas en plantas, inducen cambios
metabolicos que aumentan la resistencia a una amplia gama de fitopatogenos y virus
produciendo respuesta efectiva. Las esporas u otras estructuras propagativas de
Trichoderma, se agregan al suelo y toman contacto con las raices de las plantas, germinan
y crecen en la superficie de estas y llevan a producir al menos tres clases de sustancias
como respuestas de defensa de las plantas, impidiendo infecciones causadas por
fitopatégenos en las raices. Estos inductores incluyen péptidos, proteinas y compuestos

de bajo peso molecular (Harman et al., 2004).

La induccién de la resistencia producida por Trichoderma, es un componente importante
del control de las enfermedades de las plantas, sin embargo, diferentes mecanismos
podrian ser responsables del biocontrol causado por diferentes cepas y en diferentes
plantas. Estudios han demostrado que la colonizacién de cepas de Trichoderma en raices,
dan como resultado niveles de enzimas vegetales mayores a los normales relacionadas
con la defensa, incluidas varias peroxidasas, quitinasa, $-1,3-glucanasa y los de la ruta de

la lipoxigenasa hidroperdxido liasa (Harman et al., 2004).

1.3. Verticillium dahliae Kleb
1.3.1. Generalidades

El género Verticillium se ubica taxonOmicamente segun se describe en la Tabla 4 (Kirk,

2019):
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Tabla 4: Taxonomia del género Verticillium.

| Reino: Fungi |

—I Phyvlum: Acomycota I

—l Clase: Sordariomycetes I

—l Orden: Glomersllales I
—l Flia: Plactosphaersllaceas I

I Genetro: Ferticiliium I

I Especie: 7. dafifice

V. dahliae Kleb es un hongo de suelo, hemibiotrofo, de gran importancia mundial, debido
a que produce dafio en cultivos de importancia econdmica, como en: Allium sativum, Beta
vulgaris, Capsicum annuum, Glycine max, Helianthus annuun, Lycopersicum
esculentum, Nicotiana tabacum, Persea indica, Solanum tuberosum, Spinacia oleracea,
Cicer arietinum, Gossypium hirsutum (Palomo Gil et al., 2003; Mercado Cérdenas y
Berruezo, 2021; Vicente et al., 2011; Shabani et al., 2022). Este fitopatégeno provoca
pérdidas de rendimientos de hasta el 80 %, siendo dificil su control (Ledn Ttacca et al.,
2019). No se conoce estado sexual y posee estructuras de resistencia denominadas
microesclerocios (Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011). Segtn citan diferentes
autores fue encontrado por primera vez en Italia por Rugeri en 1946 y posteriormente se
lo identificé en diferentes paises productores de olivo como Grecia, Francia, Turquia
entre otros (Ferndndez Valiela, 1979; Tawil et al., 1991), en los que causé grandes dafios
por la capacidad infectiva y de desarrollar la enfermedad de la Verticilosis del Olivo (VO)

(Trapero et al., 2013).

1.3.1.1. Morfologia de V. dahliae

V. dahliae presenta micelio y conidiéforos o fidlides mononucleares, hialinas al igual que
los conidios de forma ovoide que se originan a partir de la punta de las fiadlides, estas
ultimas se disponen formando verticilos erectos (Lopez Escudero et al., 2003; Lopez
Escudero y Mercado Blanco, 2011). Este fitopatdgeno cuenta con dos fases: la parasitica,
a partir de la infeccion de la planta u hospedero y la no parasitica, donde se originan los
microesclerocios (Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011), que son estructuras de

resistencia de forma y medidas variables (15-20 p de didmetro) (Ferndndez Valiela,
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1979), de color oscuro, melanizadas que le confiere la capacidad de supervivencia durante
alrededor de 14 anos, pudiendo soportar diferentes condiciones adversas (Lépez Escudero
y Mercado Blanco, 2011; Carrero Carrén et al., 2016) (Tabla 5). Asi también, este
fitopatdégeno puede persistir en residuos vegetales de plantas infectadas a través de sus
estructuras vegetativas, conidios y/o micelio (Ferndndez Valiela, 1979), o a través de los
microesclerocios posibilitando su perpetuacién en el suelo o en tejido vegetal en
descomposicion (Lépez Escudero et al., 2005), en contraste con las hifas y conidios que
pierden su viabilidad en suelos en corto plazo. La diferencia de los microesclerocios
producidos por aislamientos altamente virulentos es que son alargados, presentan una
relacion longitud / ancho promedio de 4,06, mientras que los producidos por aislamientos
ligeramente virulentos son mds redondeados con una relacién promedio de 2,92 (Lépez

Escudero y Mercado Blanco, 2011) (Tabla 6).

Tabla 5: Caracteristicas morfolégicas de V. dahliae.

e Reproduccidn asexual

e Micelio hialino

e Conidios ovoidales

. e Fialides/conidi6foros: hialinos, formando verticilos
V. dahliae
e Conidios ovoides

e Microesclerocios: oscuros, melanizados, de tamafio y

forma variable

Tabla 6: Caracteristicas de los microesclerocios de V. dahliae seguin el tipo de aislado.

Tamaiio (relacion longitud /

Microesclerocios
ancho)
De aislamientos altamente
: 4,06 — alargados
virulentos

De  aislamientos  ligeramente

. 2,92 — redondeado
virulentos

En cuanto a las condiciones predisponentes para el crecimiento de V. dahliae, Lopez

Escudero y Mercado Blanco (2011) manifiestan que la mayor densidad de in6culo del
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fitopatdgeno se encuentra en suelos humedos, se ubican alrededor de goteros del sistema
de riego, haciendo que el manejo inadecuado del riego pueda constituir un factor
predisponente para la enfermedad, ya que el crecimiento de las raices aumenta en el perfil
de suelo himedo al igual que el patégeno. Del mismo modo, la nutricién influye en el
crecimiento de las plantas y sus mecanismos de defensa contra ataques de fitopatégenos.
Experiencias en olivo indican que la fertilizacién excesiva con nitrogeno (N) relacionada
con abundante riego, favorecen el rapido crecimiento de V. dahliae, pudiendo esto
aumentar la incidencia y gravedad de las infecciones (L6pez Escudero y Mercado Blanco,
2011). También se encontré que la fertilizacién con N en forma de amoniaco (NH3)
reduce el nimero de propagulos de V. dahliae en el suelo y aumenta la actividad bioldgica
de los antagonistas del patégeno. La reduccion de los niveles de calcio (Ca) o el aumento
de magnesio (Mg) (por ejemplo, mediante la aplicacion de ciertas enmiendas organicas)
en los suelos, disminuyen la gravedad de la enfermedad, mientras que la incidencia del
potasio (K) sobre la enfermedad es contradictoria, debido a la escasez de este tipo de
estudios. Estos efectos pueden estar relacionados con diferentes factores como: textura
del suelo, contenido de materia orgdnica, microbiota del suelo entre otros (Lopez
Escudero y Mercado Blanco, 2011). Mientras que la influencia del pH en suelo, en la
verticilosis del olivo se manifiesta a pH neutros a alcalinos (pH 6 a 9) y para su control
con aplicacién de enmiendas orgédnicas puede tornarse un pH dcido (por debajo de 5,5)
que resulta inhibidor de crecimiento de microorganismos y de estructuras de
supervivencia (microesclerocios) del patégeno. Asi también estudios demuestran que
suelos de naturaleza salina o de salinidad inducida aumentan la incidencia y severidad de
enfermedades de la marchitez: en papa, tomate, alfalfa, azdcar y arce (Lépez Escudero y

Mercado Blanco, 2011) (Tabla 7).

Tabla 7: Incidencia de minerales en el accionar de V. dahliae.

Minerales vs. Cantidades Accion de V. dahliae
N —exceso Raépido crecimiento
K .?
NH3 Reduce los propéagulos
Ca — deficiente Reduce los propédgulos
Mg — alto Reduce los propdgulos
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pH alcalino Induce a la verticilosis

Suelos salinos Induce a la verticilosis

1.3.1.2. Patogenia

El desarrollo epidémico de la enfermedad es muy dependiente del manejo agrondémico
que se le realiza al cultivo. V. dahliae es un hongo teldrico, permanece en los suelos
infestados mediante propdgulos como.: esporas, conidios, hifas melanizadas y
microesclerocios individuales o en grupos adheridos a particulas de suelo o restos
vegetales donde se forman, siendo su control complicado debido a la capacidad de
supervivencia que poseen los microesclerocios en ausencia del hospedero (Lépez
Escudero et al., 2003; Ruiz Olmos et al., 2012). La enfermedad comienza cuando, en el
suelo, los propédgulos tienen capacidad para germinar (Figura 6) encontrandose con
condiciones ambientales propicias: temperatura entre 20 a 25 °C, humedad en el suelo de
aproximadamente 65% (Gémez Galvez, 2018) y presencia de exudados radiculares que
estimulan la germinacién de los microesclerocios (Lopez Escudero et al., 2003; Lépez
Escudero y Mercado Blanco, 2011; Carrero Carrén et al., 2016). Las hifas emergen y
penetran las raices a través de heridas, colonizan los vasos xileméticos formando conidios
hasta llegar a la parte aérea de la planta. No se descarta que el patégeno también pueda
ingresar a la planta a través de la parte aérea (Gil y Abarello, 2011). Esto induce dafos
debido a la acumulacién de sustancias gomosas que provocan el taponamiento de los
vasos y los sintomas de la enfermedad en la planta provocando deterioro, acelerando la
senescencia y reduciendo la produccién de los cultivos (Tawil et al., 1991; Gil y
Albarellos, 2011; Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011; Ruiz Olmos et al., 2012;

Carrero Carrén et al., 2016).

Los microesclerocios que se encuentran en latencia se dispersan a través de movimiento
en el suelo o por agua, aire, riego, maquinaria, etc. (Lopez Escudero y Mercado Blanco,
2011). Los tejidos infectados, una vez que se descomponen, liberan al suelo
microesclerocios, pudiendo incorporarse al suelo o a través del estiércol de animales que
se hayan alimentado con restos de plantas enfermas, quedando estos como fuente de
dispersion y asi causar nuevas infecciones (Jiménez Diaz et al., 2003; De la Cruz Blanco

y Guisado Lopez, 2008).
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Una vez que el fitopatégeno se encuentra en el sistema vascular de la raiz, la colonizacién
de patégenos en el sistema vascular aéreo puede ser muy rdpida y eventualmente puede
llegar a los peciolos de las hojas. De hecho, V. dahliae puede progresar a lo largo de toda
la planta usando un proceso ciclico (Rodriguez Navarro, 2006). Se encontré la presencia

de conidios tanto en raiz como en tallo y peciolos (Fernandez Valiela, 1979).

Colonizacion
del xilema

Geles en
xilema

’“«1

Microesclerocios en Superviven
tejulm senescentes
7 Mmoesdelouo N -"
A libres en el suelo
!\ u’ rﬁ .
Germinacion de o '. L
microesclerocios .‘ ' B
estimulada por , R Wi
exudados radicales * e c.
Invasion radical L NP

Figura 6: Ciclo de patogénesis causada por V. dahliae (Fuente: Carrero Carrén, 2016).

Ademads, es importante remarcar que la gravedad de los ataques en la verticilosis depende
de la virulencia del patotipo de V. dahliae que infecta a la planta (Lépez Escudero y

Mercado Blanco, 2011).

1.3.1.3. Hospedantes
El fitopatégeno V. dahliae, produce la verticilosis y presenta un amplio rango de
hospedantes susceptibles, tanto herbaceas (entre ellas malezas) como lefiosas, pudiendo
ser consideradas de interés ornamental, forestal y agrondmico, como lo son en nuestro
pais el: olivo (Olea europea), vid (Vitis vinifera), almendro (Prunus dulcis), girasol
(Helianthus annuus), algodén (Gossypium hirsutum), berenjena (Solanum melongena),

papa (Solanum tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum), garbanzo (Cicer arietinum),
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lentejas (Lens culinaris), habas (Vicia faba), entre otros (Ferndndez Valiela, 1979;
Carneros et al., 2015; Puri et al., 2021). Cabe aclacar, que estos pueden presentar
sintomtologias caracteristicas o ser asintomdticas al momento de padecer verticilosis.

(Ruiz Heredia, 2014; Gémez Galvez, 2018; Herrero, 2019).

1.3.2. Enfermedades principales

1.3.2.1. Verticillium en girasol

En 1970 por primera vez se describid en Espafia la verticilosis ocurrida con mayor
frecuencia en cultivares no oleaginosos. La verticilosis es de gran importancia en EEUU
y Argentina, siendo esta enfermedad la principal para el girasol afectando anualmente el
50 % de la superficie con cultivo. Para este cultivo, se conocen varios patotipos de V.
dahliae que lo afectan y la medida de control més eficaz es la resistencia genética de los

cultivares (Carneros et al., 2015; Dominguez et al., 2022).

La caracterizacion de patégenos es esencial, pero también es importante el manejo de las
enfermedades del cultivo, entre otras cosas, de esta manera se asegura el rendimiento y

la rentabilidad del cultivo (Molinero Ruiz, 2019).

Este fitopatégeno ocasiona marchitamiento en toda la planta, ataca al xilema y dificulta
la circulacién de agua, por lo que disminuye la tasa fotosintética y de transpiracién, el
cierre de estomas produce incremento en la temperatura del canopeo y la defoliacion. El
avance de la enfermedad es desde la base hacia el 4pice, afectando ramas y hojas
(Maldonado Arteaga, 2020; Dominguez et al., 2022). La sintomatogia se observa en hojas
inferiores con dreas clordticas internervales, pudiendo llegar a fusionarse. El tejido
clorédtico luego se necrosa y queda rodeado de tejido clordtico, la sintomatologia avanza
hacia el dpice con menor severidad. También pueden originar parches negros alargados
en la parte inferior del tallo, el tejido vascular infectado toma coloracién rojiza y el tejido
medular puede oscurecerse. Ya que el patégeno realiza una infeccion sistémica puede

encontrarse distribuido por toda la planta (Ryley et al., 2021).

1.3.2.2. Verticilosis del olivo
La Verticilosis del olivo (VO) es una enfermedad ampliamente distribuida en todos los
paises donde se cultiva olivo, su importancia en Argentina se manifiesta principalmente

en las provincias productoras como: Catamarca, La Rioja, Cérdoba y Mendoza (Rattalino
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et al., 2021). Relevamientos indican un incremento en los dltimos afios, pudiéndose
observar en plantaciones tradicionales esta patologia de manera crénica, mientras que en
plantaciones intensivas puede producir la muerte en plantas jévenes (Otero et al., 2019).
La VO ocasiona pérdidas econoémicas de importancia debido a la disminucion en los
rendimientos, como asi también a la muerte de los hospedantes. Se estim6 que la pérdida
de rendimiento en frutos de olivos var. Picual inoculado con V. dahliae, asciende al 75%
- 89% del tercer al quinto afio después de la siembra en suelo (Carrero Carrén et al.,
2016). Es importante resaltar que estudios de identificacion molecular de este patégeno
son escasos, a nivel regional, en la Argentina. En tanto, resultados de identificaciones
moleculares dieron como resultado presencia de cepas del patotipo No defoliante (ND)

(Rattalino et al., 2021; Gonzalez et al., 2021).

La VO se ha convertido en uno de los principales problemas para este cultivo en las

dltimas décadas (Ruano Rosa et al., 2015).

La marchitez localizada es caracteristica de la VO, se debe a la produccion de sustancias
toxicas y estructuras acumuladas en el xilema, producto de la presencia del fitopatégeno
V. dahliae y a su vez por cambios fisiolégicos sufridos por el hospedante como el
engrosamiento del sistema vascular. Como sefialan Palazén y Palazén (1989), los
sintomas del sindrome VO dependen del momento de la infeccidn, si se da al inicio del
cultivo se detiene el desarrollo de las plantas pudiendo llegar a la muerte, mientras que
en etapas mds avanzadas también se produce defoliacién, aunque puede permanecer un
poco mds en los drboles, lo cual también estd ligado a las condiciones climadticas, en
especial la temperatura (Gonzdlez Vera et al., 2012; Ruiz Olmos et al., 2012).
Eventualmente algunos arboles pueden superar la enfermedad, como resultado producen
nuevos tejidos alrededor de tejidos necréticos, lesiones precedentes y ramas recuperadas
de arboles afectados pueden alcanzar niveles normales de rendimiento en los sucesivos
periodos de crecimiento (L6pez Escudero et al., 2010; Lépez Escudero y Mercado

Blanco, 2011).

Aunque también Landa del Castillo et al. (2008) indicaron que la recuperacién se debe a
la inactivacion del patégeno en el tejido vegetal, y para continuar el desarrollo de la
enfermedad, es necesario que el patégeno reinfecte el tejido, encontrdndose esto
acompanado por factores que estimulen la continuidad de su ciclo y la gravedad de los
sintomas, como por ejemplo: la susceptibilidad del cultivar (olivo), la densidad del

in6culo en el suelo, el tipo de cepa de V. dahliae y 1as condiciones ambientales (Fernandez
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Valiela, 1979; Jiménez Diaz, 2009; Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011; Gonzélez
Vera et al., 2012). Cuando la infeccidn alcanza cierto nivel, se manifiestan los sintomas
caracteristicos de la enfermedad de la VO, pudiendo expresar las plantas diferente
sintomatologia: “declive lento” originado por la cepa de V. dahliae, No Defoliante (de
Virulencia Moderada) o “decaimiento rapido o apoplejia”, originado por cepas
“Defoliante” (de Virulencia Severa). La primera se inicia a principios de primavera hasta
el verano y tiene la caracteristica de presentar sintomas que se desarrollan gradualmente,
como el necrosamiento y posterior momificacion de hojas, flores y frutos. En donde las
hojas de los brotes afectados se tornan color verde mate y eventualmente se caen.
Mientras que el “decaimiento rapido o apoplejia” ocurre al final del invierno hacia
principio de primavera y presenta brotes y ramas secas con presencia de coloracién
morada, que avanza desde el extremo a la base, se manifiesta la caida temprana de las
hojas asintomdticas. A veces se muestran las hojas de coloracién pardas y abarquilldndose
hacia el envés, quedando estas adheridas al tejido afectado. El crecimiento del hongo en
el tejido xilematico toma coloracién purpura o marrén (Lépez Escudero y Mercado
Blanco, 2011; Gonzalez Vera et al., 2012; Carrero Carrén et al., 2016). Sintomas
similares pueden deberse a deficiencias de nutrientes, asfixia radical o infeccion

producida por otros hongos de suelo.

En otros hospedantes, como ser tomate, papa, pimiento, etc., la infeccién resulta en la
reduccidn del crecimiento, con sintomas de epinastia, marchitamiento, clorosis foliar que
puede progresar a necrosis, oscurecimiento de los vasos xilematicos y abscision foliar

(Ruiz Olmos, 2012).

1.4. Hipoétesis

Se parte del supuesto de que cepas nativas o naturalizadas del hongo Trichoderma
tendran capacidad de controlar biol6gicamente al hongo fitopatégeno nativo, Verticillium
dahliae Kleb, y su accion antagénica estard condicionada por factores abidticos

(temperatura, humedad, nutrientes, tipos de suelo).
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I. 5. Objetivo general
Aislar, identificar y caracterizar funcionalmente cepas nativas del hongo Trichoderma
con actividad antifiingica sobre el hongo fitopatégeno V. dahliae Kleb, agente causal de

la verticilosis del olivo de zonas productoras.

L. 6. Objetivos especificos
1. Aislar, seleccionar y caracterizar cepas de V. dahliae de la provincia de Catamarca y
zonas aledafias como agente fitopatdgeno del cultivo de olivo (Olea europaea

Linneo).

2. Aislar y seleccionar cepas de Trichoderma spp. de zonas cultivadas y no cultivadas de

la provincia de Catamarca.

3. Determinar la capacidad de biocontrol in vitro de Trichoderma spp. frente a V. dahliae

Kleb.

4. Determinar la capacidad de biocontrol de Trichoderma spp. frente a V. dahliae Kleb

en camara de cultivo y en condiciones de invernéaculo.

5. Seleccionar y caracterizar cepas eficientes de Trichoderma spp. antagonistas de V.
dahliae Kleb en olivo, como controlador biolégico para el manejo de la

enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos plateados se trabajé con los siguientes materiales llevando

adelante los procedimientos que se plantean a continuacion.

II.1. Muestreo y aislamiento de V. dahliae

En los meses de septiembre a noviembre (primavera) de 2015 se muestrearon un total de
25 productores olivicolas, 13 ubicadas en las provincias de Catamarca, en los Dptos. de
Capital, Valle Viejo, Poman y Tinogasta y 12 en provincia de La Rioja en el dpto. Arauco
(Anexo —Tabla 30). Las plantaciones presentaban lotes de diferentes edades y con
diferentes variedades tales como: Arauco, Manzanilla Sevillana, Picual, Misidn, Barnea,

Arbequina y Frantoio. Se recorrieron lotes donde las plantas presentaron sintomas
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caracteristicos de la enfermedad VO (Figura 7: A - D). Las muestras fueron recolectadas
siguiendo el protocolo sugerido por Gonzdlez Vera et al. (2012), y luego fueron
conservadas en heladera a 4 °C. Posteriormente se realizé el aislamiento de V. dahliae
siguiendo la metodologia recomendada por Blanco Lopez et al. (1984) y Roca de Esteva
(2015). Por lo cual, se cortaron ramitas de 20 a 30 cm de largo, retirando las hojas y
posteriormente se lavaron fuertemente con esponja y detergente diluido. Luego se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2 % durante 2 min. Se lavaron con agua corriente
por 45 — 60 min y posteriormente con agua destilada estéril (Figura 8: A). En camara de
flujo laminar se procedi6 al descortezamiento superficial de las ramitas con bisturi. Se
cortaron segmentos de material vegetal (cortex - xilema) de 5 cm que fueron
desinfectados nuevamente con hipoclorito de sodio al 1 % por 15 seg, luego se lavaron
con agua destilada estéril y secaron sobre papel tipo tissué estéril. Se sembraron 5 a 6
trozos del material vegetal en placas de Petri con papa glucosa agar (APQG) estéril y se

incubaron en oscuridad a 25 + 1 °C durante 14 dias (Figura 8: B — E).

Figura 7: Eleccion y recoleccion de muestra vegetal de olivo: A y B) olivo con necrosis
sectorial; C) rama con hojas con clorosis apical; D) corte transversal de ramas de olivo

con presencia de tejido interno color castafio. Finca Arphi S.A. Valle Viejo, Catamarca.
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Desinfeccion Descortezamiento  Descortezamiento  Desinfeccion de
superficial de tefido superficial  de cortexy xilema cortexy xilema ADP

Figura 8: Desinfeccion y siembra de muestra vegetal de olivo. A: desinfecciéon de
ramitas, con hipoclorito de sodio; B: descortezamiento superficial de ramitas; C: tejido
descortezado (cértex - xilema) y D: desinfeccion superficial de material vegetal a
sembrar. E: siembra de material vegetal en APG. Lab. de Fitopatologia. UNCa.

Catamarca.

I1.1.1. Obtencion de cultivos puros y seleccion de cepas
Para garantizar que se estuviera trabajando con un cultivo puro se realizaron aislamientos
por agotamiento en superficie, se sembraron en estrias en medio de cultivo APG a partir
de las colonias identificadas como V. dahliae. Se incubaron en condiciones de oscuridad
a25 £1 °C por 7 a 10 dias. Luego con ayuda de microscopio estereoscopico Olympus SZ
11 - CTV se observaron las caracteristicas de la colonia y posteriormente con microscopio
optico Olympus BH-2 A :40, se confirmé lo observado en relacién con la sintomatologia
presente en las plantas muestreadas. La eleccion de la cepa se realizé segun las
caracteristicas sintomatoldgicas y la severidad que presentd la planta hospedante, las

caracteristicas morfoldgicas de la colonia y del fitopatogeno y la agresividad de la misma.

I1.1.2. Identificacion morfolégica y conservacion de cepa

La cepa aislada del fitopatdgeno V. dahliae, se identifico6 morfolégicamente a nivel de
género por medio de observaciones macroscopicas de la colonia y microscépicas
utilizando el microscopio 6ptico Olympus BH-2 con aumento de 10 y 40 X. El material
fingico fue coloreado con azul de algodén y expuesto a diferentes mediciones siguiendo
la técnica de French y Herbert (1980). La cepa se conservo en tubos de ensayo con APG

pico de flauta a 4 °C.
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11.1.3. Identificacion molecular

La cepa aislada de V. dahliae, se envi6 al laboratorio Macrogen — Corea, donde se
procedid a la extraccién del material genético, la amplificacion de las regiones ITS1 —
ITS4, con los primer: ITS1: 5 (TCC CTA GGT GAA CCT GCT G) 3"y ITS4: 57 (TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC) 3 (Ledén Ttacca et al., 2019, Cheng et al., 2020,
Inderbitzin et al., 2020). Para la secuenciacion se utiliz6 el kit: Big Dye terminator cycle
sequencing Kit v 3.1, en el secuenciador Applied Biosystems model 3730XL, automated
DNA sequencing system de Macrogen. Con estos resultados se procedié a la
identificacion molecular, mediante comparaciones de las secuencias obtenidas con la base
de datos del GenBanK, especificamente tomando como referencia la base de datos
ARNT/ITS para hongos, la cual contiene registros curados y reanotados de las secuencias
de laregion ITS especificas del grupo Fungi. La muestra secuenciada fue identificada con
la ayuda del software BlastN Report. Ademads, se calcul6 el porcentaje de similitud de las
secuencias obtenidas con la cepa patrén, utilizando herramientas disponibles en la pagina

del NCBI (National Center for Biotecbology Information).

I1.2. Aislamiento y seleccion de cepas de Trichoderma spp.
I1.2.1. Muestreo de suelos

En los meses de septiembre, octubre y abril se tomaron muestras de suelo y se
georreferenciaron 58 sitios diferentes (cultivados y no cultivados) de la provincia de
Catamarca. Estos no tenfan antecedentes de aplicacién de bioinsumos. El muestreo se
realizé siguiendo la metodologia planteada por Vargas Gil et al. (2017). Las muestras se
acondicionaron en bolsas y se llevaron al laboratorio, donde fueron conservadas a 4 °C,
posteriormente se procesaron y utilizaron como indculo en el sustrato para el aislamiento

de cepas de Trichoderma.

I1.2.2. Preparacion del sustrato y siembra de suelo
Los sustratos empleados fueron orujos de vid tinta (VT) y blanca (VB) (Figura 9), de
productores de la zona, se hidrataron con agua corriente durante 24 h, posteriormente se
los escurrid y se colocaron en frascos de vidrio de 400 mL, completando el volumen de
éstos en un 75 % (Figura 10: A - C). Los frascos se taparon con papel de aluminio y se
esterilizaron en autoclave con vapor saturado a presion de 1 atm, 121 °C y durante 20 min

(Allori Stazzonelli et al., 2017). Las muestras de suelo fueron sembradas por triplicado,
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en cdmara de flujo laminar, espolvoreando 20 g de suelo sobre el sustrato estéril. Luego
se tapo con papel de aluminio y agit6, llevando a incubacién con fotoperiodo de 16 h de
luz y 26 £ 1 °C, durante 7 a 10 dias. Se realizaron observaciones periddicas hasta la
aparicion de colonias tipicas de Trichoderma, corroborando sus caracteristicas con
microscopio estereoscopico. Posteriormente se confirmé la presencia de conidios y
micelio caracteristicos del género mediante la observacién con microscopio 6ptico a 10
y 40 X de aumento (Gonzédlez Basso et al., 2018). Los frascos que presentaron
contaminacion fueron desechados, quedando seleccionados aquellos que presentaron solo

colonias tipicas del género Trichoderma.

# A |

Figura 9: Orujos secos de vid A: uva tinta; B: uva blanca.

Figura 10: Preparacion de orujo de vid blanca y tinta para el aislamiento de Trichoderma.

A: hidratacion; B: escurrimiento y C: envasado de orujo en frascos de vidrio.

I1.2.3. Aislamiento, identificacion morfolégica y conservacion de cepas de

Trichoderma spp.

Se tom¢ el in6culo contenido en el orujo y se realizaron aislamientos por agotamiento en
superficie con siembra en estrias en la superficie del medio de cultivo APG, y se
incubaron con fotoperiodo de 16 h de luz/ 8 h de oscuridad, a 25 + 1 °C. Las cepas aisladas

se identificaron teniendo en cuenta caracteristicas macroscopicas de la colonia, como ser:
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aspecto y color y caracteristicas morfoldgicas a nivel de género observadas por medio de
microscopio 6ptico a 10 y 40 X de aumento (Gonzalez Basso et al., 2018) tales como:
conidios, fidlides individuales y/o grupales, verticiladas o no (Sanchez Pérez, 2009).
Posteriormente, se repicd cada aislamiento para su conservacion en tubos de ensayo en
pico de flauta con APG y sellados con papel film (Figura 25). Luego de la incubacion se
mantuvieron a 4 °C (Garcia Lépez y Uriburu Fernandez, 2000, Guédez et al., 2012;

Samaniego Ferndndez et al., 2018).

I1.3. Biocontrol en condiciones In Vitro

La determinacién de la capacidad de biocontrol in vitro de Trichoderma spp. frente a V.

dahliae Kleb. se realiz6 segin la Figura 11.

Cepas de Tiichodamems Cepas parrones de
FTVEs Trichodermea

Evaluacionde crecindento AN (Ensaye 1)
== — = %=z dasachan las cepas

¥
Evaluacionde crecinmentoy desarrollo en diferentes medios de culivo (Ensaype )

ALTO BATO _
/\ T 82 desachan las cepas

crecumiento

Evaluacion antapomics de Tnchoderma con V. dahiies en medios de cultive artficiales (Ersape 35

CON /\
Caracteristicas SN

deseablas Caracteristicas' —s 32 desachan laz cepas
1 dezszablas
Evaluacion antapomica frente a V. dailiee en ADP, 8 h deluzy 25°C (Ensape )
|
Evaluacion antagimica frente a 2 dehlice en diferentes fotoperiodos (8 ¥ 16h luz) v pH (4,53 6.5) (Ensaye 5)
|
Evaluacion de metabolitos volatiles en diferentes fotoperiodos (8 v 16 hluz)y pH (453 6 5V (Ensaye &)
|

Evaluacion microparazitizmos frente a F. dahiice (Ensape 7)

Figura 11: Diagrama de flujo indicativo de la secuencia de ensayos realizados.

I1.3.1. Preparacion de cultivos madres de cepas de Trichoderma spp.
Los cultivos madre de Trichoderma se prepararon con el objetivo de contar con el indculo
suficiente para la realizacion de los diferentes ensayos. Estos se efectuaron a partir de las

cepas nativas aisladas de Trichoderma spp. y dos cepas patrén de Trichoderma spp.,
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pertenecientes al laboratorio de Fitopatologia de 1la UNCa. En camara de flujo laminar se
sembraron por duplicado, utilizando cajas de Petri de 9 cm de @, con APG estéril, que

luego se incubaron a 25 + 1 °C con fotoperiodo de 16 h de luz, durante 3 a Sdias.

I1.3.2. Evaluacion de crecimiento de cepas de Trichoderma spp. en Agar

Nutritivo (AN) (Ensayo I)

Este ensayo se realizd para evaluar la capacidad de crecimiento de las cepas de
Trichoderma spp. en un medio de cultivo general. Para esto, en cdmara de flujo laminar
se sembraron en cajas de Petri con AN, en estrias en superficie a partir de los cultivos
madres de Trichoderma. Se incubaron en condiciones controladas a 25 + 1 °C, con
fotoperiodo de 16 h de luz, durante 7dias. Posteriormente se evaluaron las cepas segun la
capacidad de crecimiento, en positivas, con crecimiento de micelio y/o de conidios o

negativas sin crecimiento.

I1.3.3. Evaluacion de crecimiento y desarrollo de cepas de Trichoderma spp.

en diferentes medios de cultivo (Ensayo 2)

A partir de las cepas de Trichoderma spp. que prosperaron en AN, se realizaron pruebas
de evaluacién de crecimiento y desarrollo en diferentes medios de cultivo. Se probaron 5
medios de cultivos artificiales y uno natural (sustrato agroindustrial, orujo de vid tinta)

(Tabla 8).

Tabla 8: Medios de cultivo y sustrato agroindustrial utilizados para evaluar el

crecimiento y desarrollo de Trichoderma spp.

[.Papa glucosa agar (APG)
1L Sabouraud (SAB)
MEDIOS SINTETICOS 111, Amilolitico (Amil)
DE IV.  Czapek (CZP)

V. Selectivo de Hongo y Levadura (HyL)
CULTIVO

NATURALES — vi Orujo de vid tinta (VT)
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El sustrato de VT previo a su uso fue hidratado 24 h y esterilizado siguiendo el

procedimiento explicado en I1.2.1 (Preparacion del sustrato y siembra de suelo).

Se sembraron por triplicado 4 cepas de Trichoderma por caja de Petri, la combinacion de
las cepas sembradas en la misma caja fue al azar. En cada caja de Petri se trazaron 2 lineas
perpendiculares quedando delimitados cuatro cuadrantes de igual area. En el centro de
cada uno de los cuatro cuadrantes se sembraron discos de APG de 5 mm de @, con
crecimiento activo de cada una de las cepas de los cultivos madre de Trichoderma (Figura
12). Mientras que en orujo de VT se colocd solo un disco en el centro de la caja.
Seguidamente se incubaron en condiciones controladas a 25 + 1 °C, con fotoperiodo de
16 h de luz durante 48 h, se evalué la dindmica de crecimiento (mm?/tiempo) de cada una
de las cepas en los diferentes medios de cultivo y se marcaron los bordes del drea de
crecimiento de cada una de las colonias. Posteriormente las cajas de Petri fueron
fotografiadas de manera individual para luego calcular el Area de crecimiento (AC) de
cada colonia mediante el software Image J y observar sus caracteristicas de crecimiento
y desarrollo. Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante
andlisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron comparadas mediante Prueba de LSD
(Minima diferencia significativa) de Fisher a un nivel de significancia de 0,05 empleando

el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

Figura 12: Esquema de siembra de tacos de diferentes cepas de Trichoderma spp. para
evaluar crecimiento y desarrollo en diferentes medios de cultivo (cada color representa

una cepa).

I1.3.4. Preparacion de cultivos madre de la cepa del fitopatégeno
Los cultivos madre de V. dahliae se prepararon con el objetivo de contar con el in6culo

suficiente para la realizacion de los diferentes ensayos. Se realiz6 la siembra del
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fitopatégeno en cajas de Petri de 9 cm de @ con APG estéril, luego se incubaron a 25 + 1

°C en oscuridad durante 10 dias.

I1.3.5. Evaluacion de crecimiento de cepas antagonicas de Trichoderma spp.

con V. dahliae en diferentes medios de cultivo artificiales (Ensayo 3)

Este ensayo se realizé a partir de los cultivos madres de cepas Trichoderma spp. obtenidas
como resultado del ensayo I1.3.3 y con igual criterio se seleccionaron los medios de
cultivo artificiales: APG, SAB y HyL. El medio de cultivo natural no fue considerado ya
que por las caracteristicas fisico quimica que posee, esta técnica de evaluacién no es

factible realizar.

En el ensayo se plantearon 3 factores de evaluacion: 1°: 3 medios de cultivos; 2°: 11 cepas
de Trichoderma spp. y 3°: 1 cepa de V. dahliae, dando un total de 33 combinaciones y 4
repeticiones. Las cepas de Trichoderma fueron elegidas al azar y la siembra se realizé en
cajas de Petri, en las cuales se trazaron 2 lineas perpendiculares, quedando divididas en
cuatro cuadrantes de igual aérea. En la interseccion de las dos lineas se sembré a partir
del cultivo madre del fitopatégeno un disco de APG de 5 mm de @ (Figura 13), se incub6
durante 48 h y posteriormente en el centro de cada cuadrante se sembré un disco de APG
de 5 mm de @ de la colonia de la cepa de Trichoderma. Luego se incubaron con
fotoperiodo de 8 h de luz, a T° de 25 + 1 °C, durante 3 dias. Se evalué la capacidad
antagénica de cada una de las cepas de Trichoderma frente al hongo fitopatégeno
mediante el andlisis del AC. Cada una de las cajas fueron fotografiadas para su medicién
mediante el software Image J y posteriormente los resultados obtenidos fueron analizados
estadisticamente mediante andlisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron
comparadas mediante Prueba de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher a un
nivel de significancia de 0,05 empleando el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et

al., 2020).
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Figura 13: Esquema de siembra de tacos de diferentes cepas de Trichoderma spp. para
evaluar el antagonismo frente al fitopatégeno (cada color representa una cepa, siendo el

rojo, V. dahliae).

11.3.6. Identificacion Molecular

Las cepas con potencialidad antagonista se enviaron al laboratorio Macrogen — Corea,
donde se realiz6 la extraccion del material genético, la amplificacion de las regiones ITS1
—1ITS4, con los primer: ITS1: 5 (TCC CTA GGT GAA CCT GCT G) 3"y ITS4 5" (TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC) 3” (Herndndez Mendoza et al., 2011; Moya et al., 2020;
Zhou et al., 2020; Allende Molar et al., 2022). El procedimiento de secuenciacién se

realiz6 de igual modo al descripto en el ensayo precedente I1.1.3.

I1.3.7. Ensayos de cultivo dual:

I1.3.7.a. Ensayo de cultivo dual con cepas de Trichoderma spp. (Ensayo
4

El siguiente ensayo se realiz6 para evaluar la capacidad antagénica de las cepas obtenidas
como resultado del ensayo precedente II1.3.5. Se realizaron 4 tratamientos con cada una

de las cepas, con 5 repeticiones.
T1: Testigo, solo V. dahliae (Vert)
T2: Combinado de V. dahliae + T. hamatum (Vert + TM5A)
T3: Combinado de V. dahliae + T. asperellum (Vert + TPaM3)

T4: Combinado de V. dahliae + T. asperellum (Vert + TVL1)
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Posteriormente se siguié la técnica usada por Garcia Velasco er al. (2021), con
modificaciones. En cajas de Petri, con APG estéril se colocé un disco de 5 mm de @ que
contenia al fitopatégeno, distante del borde, se incubé con fotoperiodo de 8 h luz a 25 +
1 °C durante 48 h, luego a 3 cm de distancia se sembraron las cepas con potencialidad
antagoénica, contenidas en disco de APG de 5 mm de @. Luego se continué incubando en
las condiciones controladas ya descriptas durante cuatro dias. La accién antagénica se

evalué diariamente mediante tres pardmetros:

1) Tiempo de Contacto (TC) Antagonista — Patégeno, es el nimero de dias en el cual

ambas cepas entran en contacto.

2) Clase, es la competencia de sustrato a través de la Escala de clases de Bell ef al. (1982),

citado por Martinez et al. (2013 b) (Tabla 9).

3) Porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC), determinado con el adrea de

crecimiento del fitopatégeno (mm?),
PIC=[(C1-C2)/C1]x 100
Siendo:
C1: el 4rea de crecimiento del fitopatégeno (mm?), tratamiento testigo

C2: el drea de crecimiento del fitopatdgeno combinado con Trichoderma, en el cultivo

dual.

Lo que define el efecto inhibitorio, tomando el PIC calculado a los 4 dias. El 4rea de
crecimiento diario (C1 y C2) se midi6 de la manera descripta en ensayos sobre la recta
que marca los 3 cm de distancia entre ambos microorganismos. Los resultados obtenidos
fueron analizados estadisticamente mediante andlisis de varianza (ANOVA) y las medias
fueron comparadas mediante Prueba de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher
a un nivel de significancia de 0,05 empleando el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo

et al., 2020).
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Tabla 9: Escala de clases de Bell er al. (1982).

CLASE 1 Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia del patégeno y cubre la

superficie del medio de cultivo.

CLASE 2 Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras partes de la superficie del

medio de cultivo.

CLASE 3 Trichoderma spp. y el patdgeno cubren aproximadamente la mitad de la superficie

del medio de cultivo.

CLASE 4 El patégeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de cultivo limitando

el crecimiento de Trichoderma spp.

CLASE 5 El patégeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp. ocupando toda la superficie

del medio de cultivo.

Referencia: Los aislamientos de Trichoderma spp. que estén en la clase 1 6 2 se

consideran altamente antagonistas (CET, 2004).

I1.3.7.b. Ensayo de cultivo dual en 2 fotoperiodos y 2 pH diferentes
(Ensayo 5)

En este ensayo se continuaron evaluando las mismas cepas de Trichoderma con el objeto
de estudiar la influencia de 2 pH y 2 fotoperiodos. El ensayo se realizé por triplicado con
disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 4 x 2 x 2, el primer factor “cepa”
con cuatro (4) niveles: uno (1) el fitopatégeno V. dahliae solo y las 3 cepas de
Trichoderma combinadas con V. dahliae, el segundo factor “fotoperiodo” con dos
niveles: de 8 y 16 h de luz y el tercer factor “pH” con dos niveles: 4,5 y 6,5 generando un

total de 16 tratamientos con 5 repeticiones cada uno (Tabla 10).

Tabla 10: Tratamientos planteados para evaluacién de antagonismo con 2 fotoperiodos

(8yl16hluz)y2pH (4,5y6,5).

FACTOR FACTOR FACTOR
CEPA FOTOPERIODO pH TRATAMIENTOS
4,5 T. 1 (control)
8 hs
6,5 T. 2 (control)
t
Ver 4,5 T. 3 (control)
16 hs
6,5 T. 4 (control)
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4,5 T.5
8 hs
6,5 T.6
Vert
+TM5A 4,5 T.7
16 hs
6,5 T.8
4,5 T.9
8 hs
6,5 T. 10
Vert
+TVL1
4.5 T.11
16 hs
6,5 T.12
4,5 T.13
8 hs
6,5 T. 14
Vert +
TPaM3 45 T. 15
16 hs
6,5 T. 16

Las siembras se realizaron en APG con pH modificado con 4cido l4ctico e incubado con
los fotoperiodos sefialados a 25 £ 1 °C durante 5 dias. Los ensayos duales se efectuaron
siguiendo la técnica descripta en el ensayo precedente (I1.3.7.a). La accién antagénica se
evalué diariamente, mediante tres pardmetros: 1) Tiempo de Contacto (TC), 2) Clase, 3)
Porcentaje de inhibiciéon del crecimiento (PIC). Los resultados obtenidos fueron
analizados estadisticamente mediante andlisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron
comparadas mediante Prueba de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher a un
nivel de significancia de 0,05 empleando el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et

al., 2020).

I1.3.8. Ensayo de evaluacion de metabolitos volatiles en 2 fotoperiodos y 2 pH

diferentes (Ensayo 6)

En este ensayo se evalu6 la capacidad de producir metabolitos volatiles de las cepas en
estudio de Trichoderma y la influencia de 2 pH y 2 fotoperiodos. El ensayo se realiz6 por

triplicado con disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 4 x 2 x 2, el primer
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factor “cepa” con 4 niveles: 1 el fitopatdgeno V. dahliae solo y las 3 cepas de Trichoderma
combinadas con V. dahliae, el segundo factor “fotoperiodo” con dos niveles: con 8 y 16
h de luz y el tercer factor “pH” con dos niveles: 4,5 y 6,5 generando un total de 16
tratamientos con 3 repeticiones cada uno. Estas fueron sembradas en APG con pH
modificado e incubado con los fotoperiodos sefialados a 25 + 1 °C. El ensayo se realiz
siguiendo el método de las cajas superpuestas (Baiyee et al., 2019 b), que consiste en dos
bases de dos cajas de Petri se colocé medio de cultivo y luego se sembré en el centro de
una de las cajas un disco de 5 mm de @ que contenia a V. dahliae, a las 48 h de incubacién
se incorpord a cada uno de los tratamientos las (3 cepas de Trichoderma en la caja restante
(Figura 14), las cajas fueron enfrentadas y selladas con papel film y luego colocadas en
incubacion. A partir del segundo dia de incubacién del fitopatégeno se midié con regla el
radio de crecimiento diario durante 10 dias y se calcul6 el PIC (Porcentaje de Inhibicion
de Crecimiento). Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante
andlisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron comparadas mediante Prueba de LSD
(Minima diferencia significativa) de Fisher a un nivel de significancia de 0,05 empleando

el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

Figura 14: Esquema de la ubicacién de los tacos de las diferentes colonias en las cajas

de Petri. Referencias: rojo: V. dahliae y verde: Trichoderma.

I1.3.9. Microcultivos (Ensayo 7)
Se determind la accién y tipo de parasitismo de las cepas antagonistas en estudio, frente
al fitopatégeno. Se efectué un ensayo con un disefio completamente aleatorizado con
arreglo factorial 3 x 2 x 2, el primer factor “antagonistas” con 3 cepas de Trichoderma en
estudio, un segundo factor “pH” con 2 niveles de pH (6,5 y de 4,5) y el tercer factor
“fotoperiodo” con dos niveles de iluminacion (8 y 16 h de luz). Los microcultivos se

realizaron siguiendo la técnica de Martins Corder y de Melo (1998). En cajas de Petri de
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15 cm se acondicionaron en cdmara humeda portaobjetos estériles y sobre ellos se coloco
APG estéril con los pH establecidos, sobre este colocé al fitopatégeno contenido en disco
de 5 mm de @ de APG y luego un cubreobjeto. A las 48 h de incubacién se colocaron
enfrente las cepas con potencialidad antagénica, contenidas en disco de APG de 5 mm de
@. Posteriormente se incubd en condiciones controladas con T° de 25 + 1°C y en las
condiciones de iluminaciéon controladas. Se realizaron evaluaciones diarias para
determinar si presentaban algun tipo de parasitismo, tales como: coilling o enrollamiento,
micoparasitismo, emisién de haustorios e hinchamiento y vacuolizacién de las hifas
(Martinez Salgado et al., 2021). Para lo cual se tomo el cubreobjeto y se lo colocé en un
portaobjeto con azul de algodén y mediante observaciones diarias, con microscopio
optico a 40 X de aumento, se evaluaron las caracteristicas micoparasiticas que

presentaban.

I1.4. Biocontrol en condiciones controladas en camara de cultivo y en invernaculo
I1.4.1. Preparacion del inoculo

I1.4.1.a. Preparacion de cultivos madre de cepas antagonistas y del

fitopatogeno

Estas preparaciones tuvieron como objetivo contar con la cantidad suficiente de
microorganismos al momento de la realizacion de los ensayos. La cepa antagonista, 7.
hamatum (TMSA) se repicé en placas de Petri con APG estéril, se incubaron a 25 £ 1 °C
con fotoperiodo de 16 h de luz. De igual manera en botella de 500 mL, con APG estéril
se sembro en pico de flauta el fitopatégeno V. dahliae y luego se incub6 en condiciones

de oscuridad a 25 + 1°C.

I1.4.1.b. Preparacion de suspensiones conidiales

Para la obtencion del inoculante de V. dahliae y del antagonista se procedio al preparado
en camara de flujo laminar. Se realizaron las diluciones a partir de los cultivos madres
(Figura 15). La cepa antagonista cultivada fue vertida en botellas de vidrio de 1000 mL y
suspendida en 500 mL agua corriente estéril, posteriormente se llevé a agitacion constante
durante 2 periodos de 2 h a 100 r.p.m. Mientras que al cultivo madre de V. dahliae se le

agrego aproximadamente 300 mL de agua corriente estéril y se llevo a agitacion constante
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durante 2 periodos de 4 h a 100 r.p.m. Finalmente ambas diluciones en camara de flujo

laminar fueron filtradas a través de gasa estéril.

I1.4.1.c. Multiplicacién de cepa antagonista

Dada la eficiencia de la reproduccion de Trichoderma en orujo de VT utilizado como
sustrato, se procedi6 a la multiplicacién de la cepa antagonista TMSA en botellas de vidrio
que contenian orujo de VT, hidratado y esterilizado, tal como se describi6 en el apartado
I1.2.2. Se agregaron 5 mL/ frasco de la suspensién de conidios del antagonista obtenido
en el ensayo precedente (I1.4.1.b.), se tap6 con el papel de aluminio y agité buscando una
mezcla homogénea, se incubé en fotoperiodo de 16 h de luz a 25 £ 1 °C durante 7 a 10
dias. Posteriormente se realizaron observaciones periddicas hasta el crecimiento de

Trichoderma en el sustrato.

I1.4.1.d. Preparacion de inoculante

En cédmara de flujo laminar se agregd agua corriente estéril al orujo inoculado,
completando el 75 % del volumen de la botella que lo contenia (Figura 15), luego se llevo
a agitacion constante durante 2 periodos de 10 h a 100 r.p.m. y se filtré con gasa estéril.
Para ambos inoculantes (cepas de V. dahliae y de TM5A) se procedi6 al conteo de
conidios y microconidios a través de la cdmara de Neubauer y se agregd agua corriente
estéril hasta lograr la concentracién deseada para cada uno de los microorganismos,
siendo de 10° para ambos (Mercado Blanco et al., 2001; Lépez Escudero et al., 2004;
Tavera Zavala et al., 2017; Diaz et al., 2020; Ruiz Sanchez et al., 2022; Ait Rahou et al.,
2022).
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Figura 15: Preparacion de indculos de cepa antagonista 7. hamatum (TMS5A) y del

fitopatégeno V. dahliae.

I1.4.2. Inoculacion de material vegetal
Los siguientes ensayos se realizaron para evaluar mediante caracteristicas agrondmicas
la capacidad antagénica de la cepa TMSA como antagonista frente al fitopatégeno V.

dahliae en diferentes hospedantes y en condiciones controladas de cultivo.

I1.4.2.a. Evaluacion de cepa nativa seleccionadas, de 7. hamatum
(TM5A) como antagonista y V. dahliae como fitopatégeno en plantines de

olivo, var. manzanilla en camara de cultivo

Para evaluar las caracteristicas agrondmicas en plantines de olivo, inoculados con:
Trichoderma, TMS5SA y V. dahliae, se realizaron 3 ensayos diferentes, con 4 tratamientos

cada uno y 6 unidades experimentales por tratamiento:

Ensayo I: plantines de 42 dias se trasplantaron en suelo estéril y se inocul6 con 7

mL de la cepa TMS5A y posteriormente a los 20 dias se inocul6é con 7 mL de Vert.

Ensayo II: plantines de 50 dias se trasplantaron en suelo estéril + arena (1:1) y se
inocul6 con 5 ml del TMSA y a los 13 dias posteriores se inoculé con 5 mL del

Vert.
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Ensayo III: plantines de 50 dias se trasplantaron en suelo estéril + perlita (1:1) y
se inoculé con 5 mL de TMS5A y luego de 13 dias se inoculé 5 mL del

fitopatdgeno.

Se utilizé un inoculé de la cepa antagénica TMSA en una concentracién de 1,8x10°
conidios/mL, mientras que el indculo de V. dahliae fué de 2.7x10° microconidios/mL. El
trasplante se realiz6 a contenedores plasticos de 200 mL y las inoculaciones se realizaron

a nivel de cuello de plantin. Los tratamientos fueron:
T1: Testigo, sin inocular
T2: Control de Trichoderma

T 3: Control de V. dahliae

T4: Combinado TMS5A + Vert
Los ensayos se colocaron en cdmara de cultivo durante 80 dias. El riego se realiz6 con
agua corriente estéril, manteniendo la H° a CC. Se evalud: altura de plantin, PF de planta
discriminando, raiz y parte aérea (tallo + hojas) (Figura 16). El material se coloc en
estufa hasta PS para su mediciéon. Los resultados obtenidos fueron analizados
estadisticamente mediante andlisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron
comparadas mediante Prueba de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher a un
nivel de significancia de 0,05 empleando el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2020). Se corrobord también la presencia del fitopatdgeno mediante técnicas de

reaislamiento.

Figura 16: Evaluacién de plantines de olivo var. manzanilla: long de plantines y peso

fresco (PF). En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

- 46 -



I1.4.2.b. Evaluacion de cepa nativa seleccionada, como antagonista y
V. dahliae como fitopatéogeno en plantines de olivo, var. manzanilla en

invernaculo

11.4.2.b.1. Evaluacién sanitaria de plantines de olivos al inicio

del ensayo

Para determinar el estado general y sanitario de los plantines de olivo a utilizarse en el
ensayo de evaluacion de cepas nativas TMSA y V. dahliae, se realizaron los siguientes
estudios: I) observacion microscopica de estructuras fungicas tefiidas dentro de la raiz,
mediante metodologias de clarificacion y tincion, y II) desinfeccién del material vegetal
con hipoclorito de sodio al 1 % durante 30 segundos, luego se realiz6 doble enjuague con
agua destilada estéril (Allori Stazzonelli, 2017), se cortaron en segmentos de 3 a4 cm y
se realizaron las siembras en APG. Posteriormente se incubaron en condiciones de 25 °C

con 8 h de luz durante 7 a 10 dias para evaluar presencia de fitopatégenos.

11.4.2.b.2. Inoculacion de plantines de olivo

Este ensayo se llevé a cabo para determinar el efecto del fitopatdgeno y del antagonista
en plantines de olivo variedad manzanilla de 6 meses de edad. Se realizaron 3 ensayos

con 4 tratamientos cada uno, con 5 plantines por tratamiento.
T1: Testigo, con agua corriente estéril
T2: Control de TM5SA
T3: Control de Vert
T4: Combinado TMS5A + Vert

Las inoculaciones se realizaron introduciendo la pipeta en el suelo de la maceta, préximo
al cuello del plantin. Al tratamiento testigo, T1 se le agregd 10 mL de agua corriente
estéril/maceta, a los tratamientos con el antagonista (T2 y T4), se agregaron 10 mL del
inoculante con el antagonista a concentracion 1,6x10° conidios/mL, mientras que la
inoculacién con el fitopatégeno se realiz6 a los 10 dias posteriores y se afiadié 5
mL/maceta a 2,9x10° microconidios/mL a los tratamientos con el fitopatégeno (T3 y T4).
La evaluacion de los plantines se realiz6 durante 10 meses, midiendo una vez por semana

la altura de las plantas, finalizado el ensayo se verificd la presencia del fitopatégeno

_47 -



usando la técnica de Phillips y Hayman (1970) y a través de la siembra de material vegetal

en APG para el aislamiento del fitopatégeno.

11.4.2.b.3. Constatacion de presencia de V. dahliae en plantines

de olivo y otras estructuras fiingicas

Tratamiento de raices: Las muestras de raices se recolectaron al azar de cinco plantas
de olivo de cada tratamiento del ensayo precedente (I1.4.2.b.2.). Las raices se lavaron con
agua corriente, luego se seleccionaron las més delgadas, las que se clarificaron y tifieron
siguiendo la metodologia de Phillips y Hayman (1970), para la deteccién de estructuras
de micorrizas. La tincién se realizé con solucién de colorante triple de Gueguén que
permite tefiir en los hongos y evidenciar simultineamente a las proteinas de azul, el
almidon de violeta, a las grasas de rojo (Sarasola y Rocca, 1975) y el glicgeno en caoba

(Verna y Herrero, 1952).

Examen microscépico: Las raices se montaron entre porta y cubreobjetos, por cada
tratamiento se realizaron preparados microscépicos. Las raices fueron observadas

utilizando microscopio Optico con objetivos estandar de 10, 40 y 100X.

Cuantificacion de infeccion: Para cada tratamiento se cuantificé el porcentaje de
colonizacién flngica por cuantificacién microscépica, por el método de interseccion de
linea de Giovannetti y Mosse (1980). Para ello, de cada tratamiento se tomaron 15
segmentos de las raices tratadas y coloreadas. Se distribuyeron al azar sobre un
portaobjeto cuadriculado y mediante observacién microscépica (10 y 40X) se registrd la
presencia-ausencia de estructuras flingicas en las intersecciones horizontales y verticales

entre raices y lineas de la cuadricula.

De cada tratamiento se realizaron tres repeticiones, cuantificindose al menos 100

intersecciones por preparado y se calculd la frecuencia de infeccion fingica,
Mgiovannetti (%) = (SI x 100) / SO, donde:
SI: corresponde al nimero de segmentos infectados (hifas + arbiisculos + vesiculas) y

SO: al nimero de segmentos observados totales (hifas + arbdsculos + vesiculas + sin

infeccion).

También se calculd la frecuencia de aparicion hifas cenociticas, hifas tabicadas y

vesiculas (Covacevich et al., 2001), cuantificindose hifas de micorrizas, Trichoderma 'y
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Verticillum, ademas se registro el porcentaje de hifas de ESO (Endofiticos septados

oscuros) y de microesclerocios en raicillas de olivo.

I1.4.3. Siembra de material vegetal para reaislamiento de V. dahliae en olivo

Para corroborar la presencia del fitopatégeno se procedid a su reaislamiento siguiendo la
metodologia ya descripta (en IL.1), para la siembra de tallos de los olivos incubados en
inverndculo. Mientras que para las raices y tallos de olivo incubados en cimara de cultivo,
se modifico la técnica debido a la fragilidad del material vegetal, por lo que se procedié
segun lo sugerido por Fernandez Herrera et al. (2013) al lavado con detergente al 1 % con
agitacion durante 1,5 min, enjuague con agua corriente por 3 veces, luego con hipoclorito
de sodio al 1,5 % durante 1,5 min con agitacién y se enjuagd 3 veces con agua destilada
estéril. Se escurrid y se dejo secar en papel tissue estéril en cdmara de flujo laminar. El
material se sembré en APG e incub6 en condiciones de oscuridad a 25 °C durante 10 a

14 dias.

RESULTADOS

II1.1. Muestreo y aislamiento de V. dahliae

Se determind la presencia de V. dahliae en el 70 % de las fincas olivicolas muestreadas
de Catamarca, mientras que el 50 % de las muestreadas en La Rioja. El total de muestras
vegetales recolectadas y procesadas fue de 94, de las cuales, en 25 muestras se logré aislar
al fitopatégeno de interés. La sintomatologia observada en los hospederos muestreados
fue necrosis sectorizada de ramas secundarias, donde las hojas presentaron
abarquillamiento abaxial y hojas con clorosis apical acompafada de una leve defoliacion.
En corte transversal de ramillas se observé tejido interno color castafio claro
correspondiente con los vasos xilematicos (Figura 7: D). También se tuvo en cuenta la
incidencia y severidad de la enfermedad y las caracteristicas de la colonia aislada. Las
variedades que se verificaron como hospederas y positivas por la presencia de V. dahliae
fueron Arauco, Arbequina, Manzanilla, Picual y Frantoio. Se observo la presencia de
contaminantes bacterianos y fungicos. Los agentes flngicos contaminantes
predominantes, determinados a través de observaciones microscopicas fueron: Fusarium

spp., Alternaria spp., Rhizopus spp., Penicillium spp. y Aspergillus spp.

- 49 -



II1.1.1. Obtencion de cultivos puros y seleccion de cepas

En los 25 aislamientos de V. dahliae se observaron las caracteristicas coloniales tipicas.
Las colonias de microesclerocios obtenidas presentaron formas de estrella con
distribucion regular, de coloracién oscura brillante, con presencia de exudados (Figura
17: B), el micelio blanco algodonoso y de crecimiento definido (Figura 17: A). Ademas,
con microscopio se observo micelio hialino y tabicado. Para los posteriores estudios de
biocontrol de esta tesis se seleccion6 solo una cepa, de acuerdo a caracteristicas tipicas
del género y especie. La cual fue la aislada en el Dpto. Capayén, provincia de Catamarca,
del olivo variedad Arauco, georeferenciada en 28°55720,48°’S, 65°46°4,98°°0. Muestra
11 (Figura 18 — Tabla 11).

Figura 17: Colonias de V. dahliae en APG A: micelio blanco algodonoso, B: colonias
en forma de estrellas, formadas por microesclerocios. Lab. de Fitopatologia. UNCa.

Catamarca.

Tabla 11: Muestreos realizados en Agropecuaria Arphi S.A., provincia de Catamarca en
los meses de septiembre — octubre. La muestra 11 es el hospedero del cudl se obtuvo el

aislamiento de V. dahliae seleccionado para el presente tarabajo.

Muestra | Planta | Coordenadas | Variedad | Lote | Observaciones Toma de
muestra
55 Ojo de pavo,
S 28° 55.342 .
1 1 Picual P5 fufr}a‘gma, Pflrte
W 65° 46.087 CHOfldOS, aérea
antracnosis
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Planta con

S 28°54764,3
2 1 ) Picual A5 sectores secos, apgrr;z
W 65°467630 necrosados
Parte
aérea y
S 28°55.910 - Completamente hojarasca
3 2 Picual P4 seca con con
W 65° 45.382 rebrotes .
micelio
blanco
S 28°557301 Planta con Parte
4 2 Picual P5 sectores secos, aére
W 65°46°08 necrosados
S 28°55.979
5 3 Picual P4 Planta seca P?rte
W 65° 45.557 acrea
S 28° 55.975 <
6 4 Picual P4 Tocén de/planta P}arte
W 65° 45.611 extraida aérea
S 28°55.974
7 5 Picual P4 Planta seca con P}arte
W 650 45609 rebrote acrca
$28°55795.30 Planta con
8 5 Picual A3 sectores secos, apgzz
W65°547°58 necrosados
S 28°55.962
9 6 Picual P4 Planta seca con Pflrte
W 65° 45.609 rebrote aérea
S 28°54.651 Sintomas de
10 7 Barnea A3 tuberculosis, aPe?rretz
W 65° 45.626 agallas
S 28°55.48" Planta podada en Parte
11 10 Arauco AS forma de vaso, )
W 65° 46.498 heladas acrea
S 28°55.780
12 9 Arbequina | A 8 Planta con ramas P.,arte
W 65° 47.066 secas aérea
S 28° 54.639 Sintomas de Parte
13 10 Barnea A3 tuberculosis, )
W 65° 46.640 agallas acrea
S 28° 54.653
14 9 Barnea A3 Planta con ramas P./arte
W 65° 46.654 secas acreca
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Figura 18: Campo olivicola muestreado. Recoleccién de muestras con sintomas de
verticilosis, de la que se obtuvo la cepa aislada. Agropecuaria Arphi S.A. Valle Viejo.
Catamarca. Referencia: La planta sefialada es de la cual se obtuvo la cepa aislada y

seleccionada.

I11.1.2. Identificacién morfoldgica y conservacion de cepa
Las colonias observadas a los 10 dias de incubacion obtuvieron 7 + 2 cm de @. Las
colonias de microesclerocios observadas fueron de distribucion regular, al igual que el
tamafo de los microesclerocios, predominando la forma esférica, sobre algunas mas
achatadas y formando masas densas, color castafio oscuro, melanizadas, con pequeiias
gotitas de exudado (Figuras 19 y 20: B y C). Las medidas obtenidas de las diferentes

estructuras de V. dahliae se detallan en Tabla 12.

Tabla 12: Mediciones micrométricas promedio de las estructuras de V. dahliae con

objetivo 40X.

Estructura de V. dahliae en micrones (um)
Micelio Diametro: 0,96
Fialides Largo: 5,76 — 9,6 /Ancho: 0,96
Microesclerocios didmetro: 16,3
Conidios diametro: 10,32
Clamidosporas diametro:1,92
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Se observo micelio aéreo blanquecino, abundante, denso, con algunas gotas de exudado.
Al microscopio las hifas se observaron hialinas, tabicadas, de paredes lisas. Las fidlides
(conidid6foros: cf) de 3 o mds, formaban verticilos, siendo mas estrechas en el 4pice,
hialinas y dispuestas de manera erectas o inclinadas. Los conidios, también fueron
hialinos de paredes lisas, unicelulares de forma redondeada u ovalada, encontrdndose en

grupos de a 3 o mas (Figura 20: A).

Figura 19: Observacion morfolégica de la colonia, con microscopio estereoscopico A:2.0

Figura 20: Microfotografia de V. dahliae: A: fructificacion, A:40X (f= fialides, c

=conidios, Hf=hifa). B: Colonia de microesclerocios, A:2.0 X. C: microesclerocio, A: 10

y 40X.
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1I1.1.3. Identificacion molecular

La cepa fitopatdgena nativa aislada se identificé como V. dahliae Kleb., mostré un 99%
de porcentaje de homologia respecto a las bases de datos proporcionados por el NCBI y
un 68% de porcentaje de similitud con la cepa patron (Genbank: MW229266). Esta
diferencia podria deberse a variaciones naturales dentro de la misma especie o que la cepa

en estudio pertenezca a una especie diferente dentro del mismo género.

I11.2. Aislamiento y seleccion de cepas de Trichoderma spp.

II1.2.1. Muestreo de suelos

Se obtuvieron 58 muestras compuestas de suelo (Anexo - Tabla 31) de diferentes
ecorregiones de la provincia de Catamarca, como: Prepuna; Chaco Arido y Semi Arido,

Selva Montana y pedemonte y Yungas con diferentes condiciones agronomicas.

A partir del tercer a cuarto dia de incubacidn, se observaron en la periferia del orujo
alrededor del 25% del 4rea en crecimiento de colonias dispersas de micelio. En dias
subsiguientes la cantidad de colonias en formacién comenzé a aumentar y las existentes
continuaron con su desarrollo, formando conidios con diferentes tonalidades de color
verde: claro, oscuro o colonias de micelio blanquecino bien concentrado y denso (Figura
21). En controles posteriores, se observd mayor crecimiento y desarrollo de las colonias,

ubicdndose las mds grandes en la periferia en comparacién con las que se encontraban en

el interior.

Figura 21: Obtencion de las cepas nativas de Trichoderma spp. A: Orujo con crecimiento
de colonias de Trichoderma; B: Siembra en APG del orujo que contiene la Trichoderma;

C: Aislamiento de Trichoderma spp. Lab. Fitopatologia. UNCa. Catamarca.
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I11.2.3. Aislamiento, identificacion morfolégica y conservacion de cepas de

Trichoderma spp.

De las 58 muestras de suelo, se obtuvieron 17 aislados de cepas nativas de Trichoderma
spp. (Tabla 13), 12 aislamientos resultaron del Chaco drido, 4 de las Yungas y 1 de la
ecorregion Monte, en su mayoria corresponden a suelos con cultivos a excepcion de una
cepa, obtenida de monte natural. Las cepas se identificaron por caracteristicas
morfoldgicas tipicas del género. Durante el crecimiento y desarrollo de las colonias, se
observaron formaciones de pequefias colonias color verdes, con diferentes tonalidades y
micelio blanquecino, también se formaron anillos concéntricos, que con el transcurrir de
los dias estos se unieron y en algunos aislados se observé emision de pigmentos difusibles
en el medio de cultivo con variadas tonalidades: dmbar, verde, levemente amarillo y
blanquecino (Figura 22 - 23). A nivel morfoldgico se observaron estructuras tipicas del
género Trichoderma, clamidosporas, hifas hialinas, conidos de color verde con diferentes
tonalidades, fidlides (tipo botella), otras mds alargadas, solitarias o en grupo, cada cepa

presento distribucién y tamaiio diferente en sus estructuras (Figura 24).

Figura 22: Crecimiento de Trichoderma spp. formando anillos concéntricos Lab. de

Fitopatologia, UNCa. Catamarca.
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Tabla 13: Aislamientos de cepas nativas de Trichoderma spp. de la provincia de

Catamarca.

N° Ecorregiones Denominacion
1 Chaco Arido TVLI1

2 Chaco Arido TN- Nogal
3 Monte Trich. 53
4 Yunga TM26

5 Chaco Arido TAC3

6 Chaco Arido TMS5A

7 Chaco Arido TAC2

8 Chaco Arido TFN Pomén
9 Chaco Arido TT.P.

10 Chaco Arido TL. B. Haba
11 Chaco Arido TYacén
12 Yunga TSN 1

13 Yunga TSN 2
14 Chaco Arido TMz

15 Yunga TLT2

16 Chaco Arido TA203
17 Chaco Arido TM15C
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Figura 23: Pigmentos caracteristicos, difusibles en el medio de cultivo APG, de las
diferentes cepas aisladas de Trichoderma spp.: A: TMI15C (pigmento color levente
amarillenta); B: TMS5A (pigmento color blanquecino); C: TMI15B (pigmento color
ambar) y D: TM24 (pigmento color verde amarillento). Lab. de Fitopatologia. UNCa.

Catamarca.

Figura 24: Observacion de Trichoderma (f= fialides; ¢ =conidios; mic=micelio), con

microscopico Optico, A: 10 y 40 X. Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.
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Figura 25: Conservacion de cepas de Trichoderma spp. en pico de flauta con medio de

cultivo APG.

I11.3. Biocontrol en condiciones In Vitro
I11.3.2. Evaluacion de crecimiento de cepas de Trichoderma spp. en Agar

Nutritivo (AN) (Ensayo 1)

De 19 cepas de Trichoderma spp. sembradas crecieron 11, lo que representa un 58%

(Tabla 14), las cuales tuvieron crecimiento micelial blanquecino y escaso (Figura 26).

Tabla 14: Crecimiento de cepas de Trichoderma spp. en AN (Agar Nutritivo). En Lab.

de Fitopatologia. Catamarca.

POSITIVOS NEGATIVO
TVL1
TN- Nogal Trich. 53
TAc3
TM26
TM5A ;
TFN Poman
TAc 2 TT.P
CEPAS TYacon .
TL.B. Haba
TSN 1
TSN 2
TLJ2
TA203 Mz
TT T™M15C
TPaM3
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Figura 26: Cepas de Trichoderma spp. con crecimiento en medio de cultivo agar nutritivo

(AN), A: TM5A; B: TA203. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

I11.3.3. Evaluacion de crecimiento y desarrollo de cepas de Trichoderma spp.

en diferentes medios de cultivo (Ensayo 2)

Las 11 cepas de Trichoderma que desarrollaron en AN presentaron diferentes
caracteristicas cualitativas en los diferentes medios de cultivos tanto artificiales como

medio natural, las cuales se presentan en Tabla 15 y Figura 27.

Tabla 15: Descripcion cualitativa del crecimiento de las cepas de Trichoderma en

diferentes medios de cultivo. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Caracteristicas de Medios de Cultivo
Cepas crecimiento SAB AMIL APG CZP HyL VT
Micelio XXX X XX XX X§X XXX
TPaM Conidios - - - VO - -
3 AC sobrepasa su limite SI - SI - - SI
Pigmento - - - - - -
Micelio XXX XXX XXX XX XXX X;(X
TN- Conidios - - - - - -
nogal AC sobrepasa su limite - SI - SI SI SI
Pigmento - - - - VC -
Micelio XXX XXX XXX XX X§X X;(X
TAC2 Conidios VC VO VO VO
AC sobrepasa su limite St SI - SI SI -
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Pigmento VC - VC - VO -
XXX XXX

Micelio XXX X % X % XX
TSN1 Conidios - - VO VO - -
AC sobrepasa su limite - - - - - -
Pigmento VC - - - - -
Micelio XXX X X);X XXX XXX X);X
™5 Conidios VC VO VO VO VC VO
A AC sobrepasa su limite - - SI SI SI
Pigmento vC - - - -
Micelio XXX X X§X X X);X XXX
TLT2 Conidios - - - - a )
AC sobrepasa su limite SI - - SI - -
Pigmento VC - - - - -
Micelio XXX X XXX X X§X X§X
TAC3 Conidios - - - - - -
AC sobrepasa su limite SI SI N | - - -
Pigmento VC - - - - -
Micelio XXX X X§X XX XXX X§X
TA20 Conidios \(e - VC VO - VO
3 AC sobrepasa su limite - SI - - SI SI
Pigmento VC - VC - -
Micelio XXX X X§X XXXX XXX X§X
TVLI Conidios - - VO - vC VO
AC sobrepasa su limite SI SI SI - SI -
Pigmento - - - - VC -
Micelio XX X XX XXXX XX XXX
TYac Conidios - - VC - VO VC
on  AC sobrepasa su limite SI SI SI SI - SI
Pigmento VO - - - VO -
Micelio XXX XX XXX XX XXX X§X
TT Conidios - - VO - vC VO
AC sobrepasa su limite SI SI SI SI SI SI
Pigmento - - - - VC -

Referencias: Sabouraud (Sab); Amilolitico (Amil); Papa Glucosa Agar (APG); Czapek
(Czp); Hongo y Levadura (HyL) y Orujo de vid tinta (VT). X: incipiente; XX: escaso;
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XXX: denso; XXXX: abundante. Conidio / pigmentos: (VC): verde claro; (VOs): verde

oscuro; AC: Area de Crecimiento.

Figura 27: Crecimiento de cepas de Trichoderma spp. en medios de cultivo: A y B:
Amilolitico (Amil) y C y D: Sabouraud (Sab). A y C: crecimiento del anverso y B y D:
crecimiento del reverso, cepas: TPaM3, TN-nogal, TAC2, TSN1.

Se encontraron diferencias significativas en la interaccion cepa y medio de cultivo a las

24 h (p < 0,001) y alas 48 h (p < 0,001) en el drea de creciemiento (mm®). Como asi
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también en los efectos principales de cepas (24 h: p < 0,001 y 48 h: p: 0,03) y de medios
de cultivo (24 h: p < 0,001 y 48 h: p < 0,001). Por lo tanto se exploré dindmica del
crecimiento de diferentes cepas de Trichoderma en distintos medios de cultivo. Las dreas

de crecimiento (mm?) en los diferentes medios de cultivos se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16: Dindmica del crecimiento de diferentes cepas de Trichoderma en distintos

medios de cultivo.

AREA DE AREA DE
CEPA %%EIT?‘%E CRECIMIENTO  CRECIMIENTO
(mm2) 24 h (mm2) 48 h
CzZP 4983 A 90858 A
AMIL 9066 AB 123289 A
A03 SAB 15090 AB 130322 A
APG 19662 B 92337 A
HyL 19690 B 103427 A
VT 50898 C 475576 B
CzZP 18283 A 143703 A
AMIL 20052 A 126637 A
SAB 21192 A 285588 B
TAC2Z  spG 25395 A 133811 A
HyL 30101 A 157591 A
VT 30425 A 13769 A
CzZP 8397 A 62809 A
AMIL 17430 AB 128575 A
Ach SAB 36082 CD 139334 A
APG 26209 BC 105922 A
HyL 26980 BC 126140 A
VT 43282 D 355965 B
CzZP 14015 A 103617 A
AMIL 16682 AB 104444 A
T SAB 27447 B 111324 A
APG 22883 AB 124243 A
HyL 17956 AB 104409 A
VT 52486 C 414717 B
CzZP 4112 A 91293 A
AMIL 12216 A 77193 A
TMSA SAB 28403 B 111184 A
APG 30444 B 123563 A
HyL 37192 B 114110 A
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VT 53009 C 501725 B

Cczp 10629 A 110099 A

AMIL 22469 AB 126819 A

TN- SAB 25145 B 132793 A
Nogal APG 24465 B 117117 A
HyL 30133 B 119540 A

VT 65555 C 707642 B

Cczp 4010 A 98696 A

AMIL 19712 B 111501 A

TPaM3 SAB 35983 CD 125989 A
APG 47410 DE 124080 A

HyL 33797 C 111454 A

VT 53787 E 462505 B

czp 6399 A 58561 A

AMIL 14545 AB 99413 A

TSN1 SAB 33667 C 143664 A
APG 25163 BC 113672 A

HyL 15925 AB 79075 A

VT 36714 C 337810 B

czp 12777 AB 116671 A

AMIL 21378 BC 147684 A

TT SAB 23386 BC 126078 A
APG 7149 A 82029 A

HyL 33086 C 141040 A

VT 54000 D 600115 B

czp 9252 A 95565 A

AMIL 8623 A 99134 A

TVLI SAB 16442 AB 122171 A
APG 19797 AB 99472 A

HyL 24834 B 104584 A

VT 50743 C 492587 B

czp 12217 A 118679 A

AMIL 14974 A 127966 A

TYacén SAB 19796 A 140159 A
APG 18469 A 123453 A

HyL 14233 A 126555 A

VT 24249 A 459012 B

Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba

de LSD (Minima diferencia significativa) para P<0,05.
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A las 24 y 48 h de la siembra la mayoria de las cepas de Trichoderma tuvieron mayor
crecimiento en el sustrato VT, con diferencias significativas. Solo la cepa AC2 alas 48 h
obtuvo el mayor crecimiento con diferencia significativa en SAB. Esto coincide con lo
obtenido en las caracteristicas cualitativas evaluadas. Por lo que las cepas que mayor
crecimiento y desarrollo expresaron, tanto cuantitativo como cualitativo fueron las cepas:

TA203 - TAC2- TMSA —TPaM3 —TSN1 -TT - TVLI1 y TYacoén.

I11.3.5. Evaluacion de crecimiento de cepas antagonicas de Trichoderma spp.

con V. dahliae en diferentes medios de cultivo artificiales (Ensayo 3)

Los resultados de las dreas de crecimiento (AC) obtenidas por las diferentes cepas
antagdnicas en estudio frente al hongo fitopatdégeno V. dahliae se muestran en las Figuras

28 a 30, mientras que en la Figura 31 se observa el crecimiento de las colonias en cultivo

in vitro.
Medio de cultivo: APG
¥R C
BC
B BC ABC
YIRS AB AB A AB A
\ A A N
A A
.. s
]
120418 C
" BC
A AB AB A = A
TAC2 ™1 ™ TV axcar TVEA TPaAL) TSNt TA200
Cepa
|. Dia 1 . Dia2 . Dia3 l

Figura 28: Evaluacion del AC de cepas antagénicas de Trichoderma spp. frente al
fitopatégeno V. dahliae, en medio de cultivo APG, alos 1 a 3 dias.

Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba
de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher para P<0,05. Referencia: AC: Area

de crecimiento (en mm?).
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Medio de cultve = Sabouraud

) D
418004 BCD CD
B B ABC A
AB B B s A A AB
316761 AB B
-.NE- 21519
E
z
124276
D
A BC ABC AB C ABC BC
270044
TAC2 ™I ™ TYacon TMSA TPaM3 TSN TAZM
Cepa

|. oat ] oe2 [ ::uu:ll

Figura 29: Evaluacién del AC de cepas antagénicas de Trichoderma spp. frente al

fitopatégeno V. dahliae, en medio de cultivo Sabouraud, a los 1 a 3 dias.
Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba

de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher para P<0,05. Referencia: AC: Area

de crecimiento (en mm?).

Medio de culavo =H y L

J02A0 - BC C
A AB  ABC . AB AB  ABC
BC
290419
A AB AB AB AB
FE- 198005
£
g
1101 S50+
D
C C
N C AB B C
TITS
TAC2 LY T TYacon TMSA TPaMd TSN1 TA2D3
Cepa

(Il o= [ o=2 [ oes

Figura 30: Evaluacién del AC de cepas antagénicas de Trichoderma spp. frente al

fitopatogeno V. dahliae, en medio de cultivo HyL, a los 1a 3 dias.
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Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba
de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher para P<0,05. Referencia: AC: Area

de crecimiento (en mm?).

En los medios de cultivo evaluados las cepas de Trichoderma tuvieron crecimiento
homogéneo, al segundo dia presentaron AC exponencial y la cepa TPaM3 obtuvo
crecimiento con diferencia significativa. El medio APG es en el que mayor AC lograron
las cepas antagonistas, mientras que el menor se obtuvo en HyL. En tanto las cepas
TPaM3, TVLI y TMSA, son las que resultan mas promisorias como antagonistas de V.
dahliae ya que mostraron y mantuvieron diferentes comportamientos en el crecimiento

(AC mayor, intermedio y menor) y pudieron ejercer el biocontrol.
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Figura 31: Crecimiento de cepas antagonistas de Trichoderma spp. frente a V. dahliae,
en diferentes medios de cultivo: A y B: APG, Cy D: Sab y E y F: HyL; cepas: TPaM3,
TMSA, TAC2 y TSN 1. Lab. de Fitopatologia, UNCa. Catamarca.

II1.3.6. Identificacion Molecular

Se identificaron tres cepas nativas con potencialidad antagénica, pertenecientes al género
Trichoderma spp. y a las especies T. hamatum y T. asperellum. Las cepas mostraron un
alto porcentaje de similitud respecto a las bases de datos proporcionadas por el NCBI.
Ademais, se observé la variacion del porcentaje de similitud de las diferentes cepas con

respecto a la cepa patrén tomada de Genbak (Tabla 17).

Tabla 17: Identificacion Molecular y Nimero de Idenficacién (Genbank) de cepas

antagonistas de Trichoderma.

Similitud con Numero de

N° Identificacion Identificacion Identificacion P . ‘2
Nombre Morfolégica Molecular NCBI cepa Patron Identificacion

8 (GenBank) (Genbank)

1 TVL1 Trichoderma sp. T. asperellum 97% 87% MW295648

2 TMSA Trichoderma sp. T. hamatum 94% 96% MW228415

3 TPaM3 Trichoderma sp. T. asperellum 96% 88% MW295649
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I11.3.7. Ensayos de cultivo dual:

I11.3.7.a. Ensayo de cultivo dual con cepas de Trichoderma spp.
(Ensayo 4)

La cepa TPaM3, de T. asperellum fue la que mayor control ejercié sobre el crecimiento
de la colonia del fitopatégeno en las condiciones de incubacién establecidas con
diferencias significativas P<0,05. Esta cepa presento el mayor PIC respecto a las otras,
mientras que la clase fue intermedia respecto a las cepas restantes, con capacidad de
colonizar el area de crecimiento del fitopatdgeno. En tanto el TC fue igual para las 3 cepas

antagonistas (Tabla 18).

Tabla 18. Porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIC), Tiempo de contacto (TC) y
Clase de 3 cepas de Trichoderma spp. vs. V. dahliae.

Tratamientos PIC (%) TC (dia) Clase

TMS5A x Vert 56,96 + 3,68 a 3,00 + 0,00 a 1,00 + 0,00 a
TPaM3 x Vert 71,26 +4,96 b 3,00 + 0,00 a 1,L17+041 a
TVLI x Vert 52,46 + 8,81 a 3,00 + 0,00 a 1,67+0,52b

Letras distintas en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba de

LSD (Minima diferencia significativa) para P<0,05.

I11.3.7.b. Ensayo de cultivo dual en 2 fotoperiodos y 2 pH diferentes
(Ensayo 5)

El tratamiento combinado con la cepa 7. hamatum (TMS5A) present6 superior capacidad
antagoénica sobre V. dahliae, dado que obtuvo un PIC de 79 %, con fotoperiodo de 16 h
de luz y pH 6,5 y superior al 56 % a igual pH y con fotoperiodo de 8 h y crecimiento con
diferencias significativas en ambos casos (Tabla 19). Mientras que las cepas TVLI y
TPaM3 (Figura 32) frente a V. dahliae obtuvieron un PIC menor al 46 % en los pH y
fotoperiodos estudiados (Tablas 20 y 21). Los menores resultados de TC los obtuvo la
cepa TMS5SA en condiciones de pH 4,5 con ambos fotoperiodos y la clase 1 se present6 en

todos los tratamientos y condiciones estudiadas.
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Tabla 19: Antagonismo in vitro con diferentes fotoperiodos (8 y 16 h luz) y pH (4,5 y
6,5) con V. dahliae y TMS5A (T. hamatum). En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Tratamientos
Fotoperiodo pH Variable

Testigo (Vert) Vert + TMSA

Dia 1 Crec. (mm/dia) 2,50+0,00a 2,51+0,03a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 2,55+0,07a 2,54+0,08a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 2,70 +0,15a 2,70+0,25a
e TC (dias) 2,00 + 0,00
CLASE 1,00 + 0,00
PIC (%) 0,00 + 0,00
i Dia [ Crec. (mm/dfa) 4,34+0,39b 3,09+ 0,61 a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 6,51 +1,01b 343 +0,73 a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 8,30 +1,33b 3,60 + 0,77 a
& TC (dias) 2,60 + 0,51
CLASE 1,00+ 0,00
PIC (%) 56,75 + 9,24
Dia 1 Crec. (mm/dia) 2,73 +023b 2,50 + 0,00 a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 2,81 +024b 257 +0,10a
Dia 3 Crec. (mm/dfa) 3,004029b 2,70 +0,15a
e TC (dias) 2,00 + 0,00
CLASE 1,00 + 0,00
PIC (%) 10,07 + 0,47
e Dia | Crec. (mm/dfa) 4,05 +0,68b 2,50 + 0,00 a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 7,69 +1,59b 2,59 0,12 a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 12,80 +447b 2,70 +0,15a
& TC (dias) 3,00 + 0,00
CLASE 1,00 + 0,00
PIC (%) 79,03 + 0,85

Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segun Prueba

de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher para P<0,05. Referencias: TC
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(Tiempo de contacto), Clase (Nivel de competencia), PIC (Porcentaje de inhibicién de

crecimiento).

Tabla 20: Antagonismo in vitro con diferentes fotoperiodos (8 y 16 h luz) y pH (4,5 y
6,5) con V. dahliae y TVLI (T. asperellum). En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Tratamientos
Fotoperiodo pH Variable

Testigo (Vert) Vert + TVL1

Dia 1 Crec. (mm/dia) 2,50+0,00a 2,55+0,15a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 2,71 +022a 2,73 +0,20a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 2,96 +047a 291+0,35a
2 TC (dias) 3,00 + 0,00
CLASE 1,00 + 0,00
PIC (%) 0,96 + 11,73
Dia | Crec. (mm/dfa) 3,59+ 1,03a 3,86 +0,90a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 5,50 + 1,40b 4,77 + 0,64 a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 6,90 +2.43b 526 +0,50 a
& TC (dias) 3,00 + 0,00
CLASE 1,00 + 0,00
PIC (%) 23,82 + 6,91
Dia 1 Crec. (mm/dia) 4,07 +629a 234+ 1432
Dia 2 Crec. (mm/dia) 3,88+ 1,88b 2,55 + 1,55 a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 520 +227b 2,83+ 1,62a
e TC (dias) 2,88 + 0,34
CLASE 1,00 + 0,00
e PIC (%) 45,90 + 31,15
Dia 1 Crec. (mm/dia) 4,19 +127a 3,69 +0,85a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 5,86+ 1,73b 4,75+0,63a
® b3 Crec (mm/dia) 6,78+ 1,81b 5,08+0,63a
TC (dias) 2,00 + 0,00
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CLASE 1,00 + 0,00

PIC (%) 25,21 +9,09

Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba
de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher para P<0,05. Referencias: TC
(Tiempo de contacto), Clase (Nivel de competencia), PIC (Porcentaje de inhibicién de

crecimiento).

Tabla 21: Antagonismo in vitro con diferentes fotoperiodos (8 y 16 hluz) y pH (4,5 y
6,5) con V. dahliae y TPaM3 (T. asperellum). En Lab. de Fitopatologia. UNCa.

Catamarca.

Tratamientos
Fotoperiodo pH Variable

Testigo (Vert) Vert + TPaM3

Dia 1 Crec. (mm/dia) 3,97 +1,05b 2,97 +064a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 5,13 +1,08b 3,18 +0,72a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 621 +1,04b 339 +0,89a
2 TC (dias) 3,00 + 0,00
CLASE 1,00 + 0,00
PIC (%) 45,46 + 0,00
8 Dia 1 Crec. (mm/dia) 4,48 + 1,40b 2,69 + 0,36 a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 6,04 + 1,56b 3,78 + 0,73 a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 7,12+ 1,73b 434+ 1,042
63 TC (dias) 2,88+ 0,34
CLASE 1,00+ 0,00
PIC (%) 40,62 + 14,61
Dia 1 Crec. (mm/dia) 2,97 +0,50a 2,92+0,29a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 3,46 +0,48b 320+ 0,28 a
16 4,5 Dia3 Crec. (mm/dia) 3,75+0,58b 347+029a
TC (dias) 2,88 + 0,34
CLASE 1,00 + 0,00
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PIC (%) 7,35 + 8,83

Dia 1 Crec. (mm/dia) 4,36 +0,91b 347+ 0,72 a
Dia 2 Crec. (mm/dia) 6,43 +1,34b 426+ 1,19a
Dia 3 Crec. (mm/dia) 7,47 +1,66b 4,58+ 1,33 a

6,5
TC (dias) 2,63+ 0,49
CLASE 1,00+ 0,00
PIC (%) 38,61 + 18,44

Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba
de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher para P<0,05. Referencias: TC

(Tiempo de contacto), Clase (Nivel de competencia), PIC (Porcentaje de inhibicién de

crecimiento).

Figura 32: Ensayo de evaluacion de antagonismo de Trichoderma asperellum (TVL1):
A: Fotoperiodo 16 h con pH 6,5; B: Fotoperiodo 16 h con pH 4,5; C: Fotoperiodo 8 h
con pH 6,5 y D: Fotoperiodo 8 h con pH 4,5. Y la cepa de Trichoderma asperellum
(TPaM3): E: Fotoperiodo 8 h con pH 6,5; F: Fotoperiodo 8 h con pH 4,5; G: Fotoperiodo
16 h con pH 6,5 y H: Fotoperiodo 16 h con pH 4,5. En Lab. de Fitopatologia. UNCa.
Catamarca. Referencias: P: patégeno (V. dahliae), A: antagonista (cepas de

Trichoderma).
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I11.3.8. Ensayo de evaluacion de metabolitos volatiles en 2 fotoperiodos y 2

pH diferentes (Ensayo 6)

En Tabla 22 se presentan los crecimientos de V. dahliae y los porcentajes de inhibicion
de crecimiento (PIC) del fitopatégeno producido por metabolitos voldtiles emitidos por

las cepas de Trichoderma en estudio.

Tabla 22: Evaluacién de metabolitos volatiles con diferentes fotoperiodos (8 y 16 h luz)
y pH (4,5 y 6,5) con cepas de Trichoderma sp. (TMSA, TPaM3 y TVLI1) frente a V.
dahliae. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Fotoperiodo 8
Tratamientos

pH Variable . tigo Vert + TM5A  Vert+TPaM3  Vert+ TVLI1
Dia 2 2,00+ 0,89 a 2,00+ 0,89 a 2,00 + 0,89 a 2,00 +0,89 a
Dia 3 5,00 + 0,00 2,50 + 0,00 5,00 + 0,00 a 2,50 + 0,00
Dia 4 5,00 + 0,00 2,50 + 0,00 5,00 + 0,00 a 2,50 + 0,00
Dia 5 533+0,52¢ 2,50+ 0,00 a 5,00 + 0,00 b 2,50+ 0,00 a
Dia 6 533 +0,52¢ 2,50 +0,00 a 5,00 + 0,00 b 2,50+ 0,00 a

2 Dia 7 6,67 +0,52 ¢ 2,50+ 0,00 a 5,00 + 0,00 b 2,50+ 0,00 a
Dia 8 747 +1,34c 2,50 +0,00 a 5,00 + 0,00 b 2,50+ 0,00 a
Dia 9 8,67 +1,86¢ 2,50 +0,00 a 5,00 + 0,00 b 2,50 + 0,00 a
Dia 10 8,81 +1,87¢ 2,64 +0,152a 5,15+0,16 b 2,63+0,14a

PIC 70,08 +1,18c  41,64+0,74b 70,20+ 1,04 ¢

Dia 2 8,00 +1,15b 6,68 + 0,80 a 7,48 + 0,92 ab 7,16 + 0,97 ab
Dia3 14,28 +3,50a 13,08+ 1,85a 12,00+ 2,34a 13,68 +2,11a
Diad4 21,52+6725b 19,40 +4,92ab 16,28 + 5,19a 20,72 + 3,61 ab
Dia 5 27,40+ 11,65a 23,60+ 6,72a 23,24+ 6,03 a 28,80 + 3,16 ab

o> Dia6  32,40+10,68 b 23,60+ 6,72a 23,40+ 6,17a 28,80 + 3,16 a
Dia7 3488+ 11,65b 23,60+ 6,72a 2420+ 6,94a 28,80+ 3,16 ab
Dia8 37,20+ 13,37b 23,60+ 6,72a 25,00+ 7,42 a 29,20 +2,86 a
Dia9 37,60 + 14,14b 24,00+ 8,64a 25,60+ 7,71 a 29,20 + 2,86 a
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Dia10 37,75+ 14,14b 24,14+8,64a 2575+ 7,771a 29,33+286a

PIC 36,05+2290b 31,79+ 204b 2230+7,58Db
L]

Fotoperiodo 16

. Tratamientos

pH Variable = ctigo Vert + TM5A  Vert+ TPaM3  Vert + TVL1
Dia2  2,004089a  200+089a  200+089a  200+089a

Dia3  5004000a  5004000a  500+000a  500+000a

Dia4  517+04la 50040002  5004000a  500+000a

Dia5  525+406la  500+4000a  500+000a  500+000a

Dia6  535+086a  533+052a  508+4020a  525+028a

* a7 567+1,63a  600+089a  517+026a  542+049a
Dia8  595+233a  647+156a  533+4052a  573+084a

Dia9  733+36la  817+354a  533+4052a 582 +098a
Dia10  7.48+3,62a  831+344a  548+4042a  596+086a

PIC 11,64 +48,08b 2668 +6,60c 20,07 + 13,02 be

Dia2  200+089a  200+089a 200+ 089a  200+089a

Dia3  833+186b  633+052a 800+ 089b 7,00+ 0,89 ab

Dia4  1600+179¢  833+186a 13,00+ 089b  967+137a

Dia5  2267+450c  933+273a 17,67+ 1,86b  12,00+1,79a

Dia6  30,67+575¢  933+273a  23,00+10,08b  1333+273a
D7 32334459c  933+4273a  2300+1008b 1333 +273a
Dia8  32,67+450c  933+273a  23,00+1008b  12,67+2,07a

Dia9  3267+450c  867+207a 23,00+10,08b 1233 +186a
Dia10  32.81+450c  881+207a 23,15+10,08b  1246+187a

PIC 73,17+630c  29.46+30,72b 62,02+ 5,68 ¢

Letras diferentes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba
de LSD (Minima diferencia significativa) de Fisher para P<0,05. Nota: Valores de

crecimiento, expresados en mm.

Los resultados obtenidos muestran que los tratamientos con 7. hamatum (Vert + TMSA)

y con T. asperellum (Vert + TVLI) tanto en fotoperiodo de 8 h luz con pH 4,5 como en
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fotoperiodo de 16 h luz con pH 6,5 presentaron PIC alrededor del 70 % pero sin
diferencias estadisticamente significativas. En las dos condiciones los tratamientos testigo
obtuvo mayor crecimiento y el taramiento con 7. asperellum (Ver + TPaM3), obtuvo

menor PIC con diferencias significativas.

En condiciones de fotoperiodo de 8 h luz con pH 6,5, el mayor crecimiento radial se
observo en el tratamiento testigo, teniendo en algunos crecimientos significativos,
mientras que en los otros tratamientos el ritmo de crecimiento fue alto, hasta el quinto

dia, sin superar al tratamiento testigo, posteriormente tuvieron menores variaciones.

Respecto a los resultados obtenidos con fotoperiodo de 16 h luz y pH 4,5 el crecimiento
radial del tratamiento testigo fue menor que en el de 8 h luz con igual pH. Y la cepa
TMS5A no ejercié control sobre el patégeno bajo las condiciones establecidas en este
ensayo. El fitopatégeno obtuvo mayor crecimiento radial al noveno dia, y el PIC con
resultado negativo se debe a que el fitopatdgeno en este tratamiento tuvo mayor

crecimiento que el testigo.

I11.3.9. Microcultivos (Ensayo 7)

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 23. En el tratamiento combinado con
T. hamatum (Vert + TMS5A) se observé que en fotoperiodo de 8 h luz con pH 6,5 ambos
microorganismos presentaron fructificacién (Figura 33), mientras que con el mismo pH
y 16 h luz en el tratamiento combinado con 7. asperellum (Vert + TVL1) solo se observé
fructificacién en el fitopatégeno. En tanto que con fotoperiodo 8 h luz y pH de 4,5, el
tratamiento combinado con 7. asperellum, (Vert + TPaM3), también se presentd
fructificacion. La accién ejercida por la cepa TMS5A sobre V. dahliae se observa en la

Figura 34.

Tabla 23: Evaluacion de la interaccidn hifal con diferentes fotoperiodos (8 y 16 h luz) y
pH (4,5 y 6,5) entre cepas antagonistas de 7. asperellum (TVL1 y TPaM3) y T. hamatum
(TMS5A) con V. dahliae. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Condiciones de Incubacion
Vert + TVL1 Vert + TPaM3 | Vert + TM5A

Fotoperiodo pH

8hluz 45 CP-E-C-MP-HH-CP-C-MP-E|CP-C-MP-H
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6,5 H-MP-CP-E CP-H C

4,5 CP-H-C-MP CP-H-MP-E C-MP
16 h luz
6,5 H-CP-MP-C CP-H-MP-E CP-C-MP

Referencias: (CP): Crecimiento paralelo; (C): Coilling o enrollamiento; (MP):

Micoparasitismo; (H): Haustorios; (E): Entrecruzamiento.

Figura 33: Fialides formando verticilos con presencia de conidios, de V. dahliae en

condiciones de 8 h luz y pH 6,5 A:10X. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.
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Figura 34: Accién antagénica de la cepa TMS5A: A: coilling o enrrollamiento, A:10X;

B: micoparasitismo, emisién de haustorios, A:40X. En Lab. de Fitopatologia. UNCa.

Catamarca. Referencias: Hf a: Hifa antagonista, Hf p: Hifa patégeno.

I11.4. Biocontrol en condiciones controladas en cimara de cultivo y en invernaculo
I11.4.2. Inoculacion de material vegetal

I11.4.2.a. Evaluacion de cepa nativa seleccionada, como antagonista y
V. dahliae como fitopatégeno en plantines de olivo var. manzanilla en cAmara
de cultivo

Ensayo I (Sustrato: suelo estéril, 100 %): Las variables PF y PS raiz y PS aéreo del
tratamiento combinado, Vert+TMSA, presentaron los mayores resultados con diferencias
estadisticas significativas. Mientas que en el mismo tratamiento las variables restantes

también obtuvieron los mayores resultados, sin diferencias significativas (Tabla 24).

Tabla 24: Crecimiento de plantines de olivo var. manzanilla en sustrato de suelo estéril
(100 %), expresado en: longitud de raiz (Long raiz) y longitud de parte aérea (Long
aérea), peso fresco de raiz (PF raiz) y de parte aérea (PF aéreo) y peso seco de raiz (PS
raiz) y de parte aérea (PS aérea) de los diferentes tratamientos. Lab. de Fitopatologia.

UNCa. Catamarca.

Tratamientos
Variable

Testigo TMSA Vert Vert + TMSA

Long de Raiz (cm) 9.43+4,09a 10,83 +3,76a 9,32+4,08a 10,10+ 1,79 a
Long de Aéreo (cm) 15,15+9,10a  15,65+3,15a 13,22+238a 18,70+4,56a
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PF Raiz (g)
PF Aéreo (g)
PS Raiz (g)
PS Aéreo (g)

198+ 1,75 a
2,82+ 1,75a
0,55+0,33a
1,25+0,33 a

2,18+0,47 a
3,08+ 044 a
0,57+0,16 a
1,25+0,30 a

1,52+ 1,14 a
233+133a
0,30+0,19a
0,80+ 0,16 a

45+232b
5,01 +3,44 a
0,99 +0,20b
1,86 +0,26 b

Letras no comunes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba

de LSD (Minima diferencia significativa) para P<0,05.

Ensayo II [Sustrato: suelo estéril + arena (1:1)]: Las variables estudiadas en los

tratamientos y condiciones planteadas no presentaron diferencias estadisticas
significativas. El mayor resultado de la variable PF aéreo se obtuvo en el tratamiento

TMS5A, siendo un 61 % mayor que el tratamiento testigo (Tabla 25).

Tabla 25: Crecimiento de plantines de olivo var. manzanilla en sustrato suelo y arena
estéril (1:1), expresado en: longitud de raiz (Long raiz), longitud de parte aérea (Long
aérea), peso fresco de raiz (PF raiz) y de parte aérea (PF aéreo), peso seco de raiz (PS

raiz) y de parte aérea (PS aérea). En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Tratamientos

Variable Testigo TMSA Vert Vert + TMSA
Long Raiz (cm) 9,15+6,70 a 830+194a 545+386a 11,25+3,18a
Long Aéreo (cm) 2,10+8,29a 14,82 +297a 1250+11,09a 12,70+2,37 a
PF Raiz (g) 1,62+ 1,42 a 265+1,59a  220+2,39a 2,85+0,70 a
PF Aéreo (g) 2,25+2,08 a 3,62+2,09 a 1,35+ 1,16a 2,12+0,87 a
PS Raiz (g) 1,00+ 1,07ab  2,06+1,24b  0,55+0,60a 1,42 +0,35ab
PS Aéreo (g) 1,62+ 1,70 a 1,88+ 1,09a  0,90+0,77 a 1,74+ 0,71 a

Letras no comunes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba

de LSD (Minima diferencia significativa) para P<0,05.
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Ensayo III [Sustrato: suelo + perlita (1:1), estéril]: Las variables estudiadas en los

tratamientos y condiciones planteadas estadisticas

no presentaron diferencias
significativas. Los mayores resultados de las variables estudiadas se obtuvieron en el
tratamiento combinado, Vert+TMSA, siendo la variable PF aéreo un 72 % mayor que el

tratamiento testigo (Tabla 26).

Tabla 26: Crecimiento de plantines de olivo var. manzanilla en sustrato suelo estéril con
perlita (1:1), expresado en: longitud de raiz (Long raiz), longitud parte aérea (Long
aérea), peso fresco de raiz (PF raiz) y parte aérea (PF aérea), peso seco de raiz (PS raiz)

y parte aérea (PS aérea). Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Tratamientos
Variables

Testigo TM5A Vert Vert + TM5A

Long Raiz (cm) 11,00+ 5,77a 10,80+5,52a 842+4240a 11,53 +1,65a
Long Aéreo (cm) 14,07 +3,56a 18,22+287a 1692+241a 16,87 + 2,76 a
PF Raiz (g) 1,37 + 0,66 a 2,57 +0,60 a 1,73+ 1,10 a 2,77 +0,57 a
PF Aéreo (g) 1,76 + 0,84 a 2,79+064a 230+1,56a 3,03+0,85a
PS Raiz (g) 0,20 + 0,09 a 0,41+0,09a 0,32+0,20b 0,73+0,15b
PS Aereo (g) 0,98 + 0,47 a 0,92+0,21 a 1,07+0,72 a 1,67+0,47 a

Letras no comunes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba

de LSD (Minima diferencia significativa) para P<0,05.

I11.4.2.b. Evaluacion de cepa nativa seleccionada, como antagonista y
V. dahliae como fitopatogeno en plantines de olivo, var. manzanilla en

invernaculo

I11.4.2.b.1. Evaluacion sanitaria de plantines de olivos al inicio

del ensayo

Se observaron estructuras tipicas de endomicorrizas como hifas, arbusculos y vesiculas
del tipo vesiculo arbuscular (MVA) y hongos endofiticos septados oscuros (ESO) con
hifas tabicadas, melanizadas y con numerosos microesclerocios. Se determind un alto

nivel de colonizacién fungica con ocurrencia simultdnea de MV A y hongos ESO (Figura

35).
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Figura 35: Colonizaciéon de hongos endofiticos oscuros (ESO), micorrizas vesiculo
arbusculares (MVA) y hongos micorricicos vesiculares (HMYV) en raices de olivo. En

Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

No se observo presencia de fitopatégenos, como tampoco de cepas de Trichoderma spp.

I11.4.2.b.2. Inoculacién de plantines de olivo

Los resultados de las variables evaluadas que reflejan las caracteristicas cuantitativas en

los plantines de olivo se observan en la Tabla 27.

La sintomatologia caracteristica de la verticilosis solo se vi6 en plantines del tratamiento
control de Vert, donde, en el 40 % de los plantines se observé necrosis en todo el plantin
causando la muerte de los mismos, y en el restante 60% se observd amarillamiento de
hojas apicales y posterior defoliacion de la zona afectada. En las variables estudiadas de
PF y PS en hoja en el tratamiento control de V. dahliae se presentaron los menores
crecimientos con diferencias significativas. Mientras que las demds variables en los
tratamientos planteados, arrojaron valores similares, considerdndose que este efecto
puede deberse a la presencia de micorrizas nativas encontradas ya que fue el
microorganismo comun en todos los tratamientos y que probablemente haya atenuando

el efecto del fitopatégeno en el plantin.

- 80 -



Tabla 27: Crecimiento en plantines de olivo variedad manzanilla, luego de inocularlos
con el fitopatdgeno V. dahliae y el antagonista MSA (7. hamatum). En Lab. de
Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Tratamientos
Variable

Testigo TM5A Vert Vert + TMSA

Long. total (cm) 99,40+ 17,05a 96,00+7,65a 93,60+6,07a 95,20+6,72a
Altura (cm) 82,00+16,75a 81,00+738a 81,40+6,69a 79,60+7,83a

Peso Fresco raiz

(2
Peso Seco raiz (g) 20,53 +820a 31,52+12,83a 19,70+ 13,58a 18,78 +6,27a

80,96 +16,78b 79,94+739b 80,32+6,73b 47,52+ 12,04 a

Peso Fresco tallo

(2)
Peso Seco tallo (g)  5,15+1,99a  517+1,04a  404+144a  456+161a

6,28+7,16a 16,89+1287a 7,48+13,09a 8,49 +6,19a

Peso Fresco hoja 2594 +4,67b 26,08+3,17b 1392+ 11,62a 2494+3,03b
Peso Seco hojas (g) 12,66+291b 1247+1,72b  6,83+5,74a 11,59+ 1,81b
IAF 285+ 1,10a 2,59+0,44 a 3,88+ 1,52 a 3,09+ 1,66 a

Letras no comunes en una misma variable denotan diferencias significativas segin Prueba

de LSD (Minima diferencia significativa) para P<0,05.

II1.4.2.b.3. Constatacion de presencia de V. dahliae en

plantines de olivo y otras estructuras fiingicas

En el tratamiento combinado (Vert+TMS5A), solo se observé presencia de Trichoderma.
Se observaron vesiculas, estructuras tipicas de las micorrizas vesiculares (MV) en raices
de todos los plantines de olivo recolectadas, procedentes de los cuatro tratamientos.
También se observaron hifas continuas finas y gruesas, y numerosas vesiculas de
morfologia diversa (esféricas, ovaladas, ahusadas e irregulares), por lo que se infiere que
las raicillas de este vegetal estaban colonizadas por varias especies o géneros de hongos
micorricicos nativos (Figura 36: By C, 37: Ay B y 38: A y B), Mientras que las hifas
finas y sin colorear fueron similares a las que produce Trichoderma. En tanto en el

tratamiento control de V. dahliae se observo presencia del fitopatdgeno (Figura 36: A),
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con finas hifas cenociticas y presencia de verticilos, junto a hifas melanizadas y con

microesclerocios del tipo de hongos ESO (Figura 39).

Las raices de olivo procedentes del tratamiento de inoculacién con Trichoderma
presentaron un alto nivel de colonizacién fungica (89,1 %), con ocurrencia simultdnea
con hongos micorricicos y hongos ESO (Tabla 28). El alto nivel de colonizacion flingica
con ocurrencia simultdnea de micorrizas vesiculares y hongos ESO fueron observados en
los plantines de todos los tratamientos estudiados. Se estima que estas interacciones
microbianas con raices de olivo son de microorganismos nativos debido a que el cultivo

se realizo con suelo sin esterilizar.

Tabla 28. Colonizacién fingica en raices de olivo procedentes de los tratamientos de

inoculacién. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Infeccion Fiangica (%) Hongos  Hongos

Tratamientos Micorricicos ESO
CF FAHC FAHT FAV (%) FA (%)
Testigo 85,9 82,4 12,2 49,1 3,5
TMS5A 89,1 87,1 7,9 42,5 2.9
Vert 83,8 67,7 58 43 43
TMS5A + Vert 88,1 88,1 20 47,2 3,6

Referencias: (CF): Colonizacién fingica, (FAHC): Frecuencia de aparicién de hifas
cenociticas, (FAHT): Frecuencia de aparicion de hifas tabicadas, (FAV): Frecuencia de

aparicion de vesiculas.
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Figura 36: Tratamiento T3 (con V. dahliae). A: Colonizacién fingica de V. dahliae. B:
colonizacién de hongos endofiticos oscuros (ESQ) y micorrizas vesiculo arbusculares
(MVA); C: colonizacién de hongos endofiticos oscuros (ESO) y hongos micorricicos
vesiculares (HMYV) en raices de olivo. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Referencia: Hifa del patégeno (Hf p).

Figura 37: Tratamiento T1 (testigo). A-B: Colonizacién de hongos endofiticos oscuros
(ESO) y micorrizas vesiculo arbusculares (MVA); B: colonicacién de hongos endofiticos

oscuros (ESO) en raices de olivo. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.
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Figura 38: Tratamiento T4 (consociado, Vert + TM5A). A-B: Colonizacion de hifas del
antagonista (Hf a) TMS5A. En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Figura 39: Tratamiento T3 (contr6l de Vert.) hifas melanizadas y hongos endofitos

septados oscuros (ESO). En Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.
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I11.4.3. Siembra de material vegetal para reaislamiento de V. dahliae en olivo

En muestas de plantines de olivo se determiné la presencia del fitopatégeno en el
tratamiento control de V. dahliae y en el tratamiento combinado Vert+TMS5A. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 29.

Tabla 29: Presencia de cepas nativas V. dahliae y TM5A en plantines de olivo en

inverndculo. Lab. de Fitopatologia. UNCa. Catamarca.

Trat Testigo Control V. Control Combinado:
Parte dahliae Trich. MS5A + Vert
Raiz - Vert TMS5SA TMS5A
Tallo - - . TMS5A

Referencias: - : ausencia; Vert: V. dahliae; TMS5A: T. hamatum.

En Sintesis: Cepa nativa de Trichoderma como antagonista de V. dahliae

La cepa nativa TMSA, fue aislada de la ecorregién Chaco Arido, present crecimiento en
medio de cultivo AN, como asi también en los diferentes medios de cultivo (artificiales y
natural), logrando crecimiento y desarrollo caracteristico del género, y del mismo modo
en la dindmica de crecimiento. Luego a través de identificacién molecular se la constatd

como 7. hamatum.

Dicha cepa evaluada como antagonista frente a V. dahliae obtuvo diferentes tipos de
comportamiento, en su mayoria con AC de intermedias a altas durante 3 dias, logrando el
biocontrol del fitopatégeno. Mientras que en ensayos de cultivo dual evaluados con dos
fotoperiodos y 2 pH diferentes ejercid el biocontrol a pH 6,5 con los 2 fotoperiodos,
siendo estos mayores al 55%. Ademads, la accién de TMSA sobre V. dahliae se constatd

en los microcultivos observados.

En el ensayo con olivo var. manzanilla en camara de cultivo, solo en algunas variables se
logré obtener resultados estadisticamente significativos de la cepa TMSA frente a V.
dahliae, mientras que en el ensayo en inverndculo no se obtuvieron resultados
significativos en el tratamiento con Vert + TMS5A, probablemente esto puede deberse a la

diferencia de edad entre los plantines de los diferentes ensayos y a las condiciones de
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cultivo. En este ultimo ensayo se determino la presencia del consorcio microbiano, de la
cepa de Trichoderma en estudio con hongos micorricicos nativos, observandose efectos

positivos en el crecimiento vegetal y también el biocontrol del fitopatégeno.

IV. DISCUSION

Si bien los resultados obtenidos en muchos casos son muy variables, varios se asemejan
a los obtenidos por diferentes autores, ya que son varias las razones que pueden

explicarlo.

La época del afo en que se muestred el material de estudio en plantas de olivo es la mas

favorable esto coincide con Morera et al. (2005) y Rattalino et al. (2021).

La metodologia usada permitié el aislamiento de V. dahliae. La sintomatologia
encontrada en las plantas infectadas concuerda con las descriptas por otros investigadores
(Lopez Escudero et al., 2004; Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011; Pérez Rodriguez,
2016; Santos Rufo, 2017), entre las que se observd, hojas abarquilladas sin marcada
defoliacién y con prevalecimiento de necrosis. A su vez el oscurecimiento interno que se

observo en tallo es similar a lo hallado en raiz por Leén Ttacca et al. (2019).

Si bien todas las plantas analizadas presentaron sintomas caracteristicos de la enfermedad,
en algunos casos de manera mds marcada que en otros, los resultados obtenidos no
condicen con los estudios precedentes. Ya que el fitopatégeno se aislé de planta de
variedad Frantoio, la cual estd clasificada como variedad resistente (Lopez Escudero et
al., 2004; Lopez Escudero y Mercado Blanco, 2011; Trapero et al., 2013). Este
aislamiento obtenido se considera un dato relevante, teniendo en cuenta que podria

tratarse de un hospedante susceptible a la cepa de V. dahliae nativa aislada.

Las caracteristicas morfoldgicas del fitopatdgeno en estudio, V. dahliae coinciden con lo

descripto por Inderbitzin ef al. (2011) y Ledn Ttacca et al. (2019).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo expuesto por Rattalino et al.
(2021) y Gonzélez et al. (2021) quienes aislaron cepas de este fitopatégeno en la provincia

de Catamarca.

Para la verificacion de la identidad de V. dahliae se utilizaron técnicas moleculares por
su efectividad (Morera et al., 2005). Los primers ITS 1/ITS 4 permitieron definir género

y especie del fitopatdgeno en concordancia con lo utilizado por Ledn Ttaca et al. (2019).
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Y con un 32 % de diferencia de homogeneidad del resultado obtenido de la cepa

fitopatogena estudiada.

Las cepas nativas de Trichoderma aisladas fueron un 29 % respecto al total muestreado,
se considera un bajo porcentaje, pudiendo estar relacionado con la ubicacién y las
condiciones de humedad del muestreo (Michel Aceves, 2001). En cambio, hay
antecedentes en los que se obtuvo mayor porcentaje de aislados de la rizésfera de
diferentes plantas y de suelo cercano a las raices (Avila Cubillo ef al., 2014; Liu et al.,

2020).

Los pardmetros cualitativos estudiados en los aislados de Trichoderma como ser
segregacion de pigmentos y coloracién de conidios concuerdan con los de Liu et al.

(2020) y Miranda et al. (2021).

Las condiciones de incubacion resultaron adecuadas. Algunos aislados mostraron
variabilidad fisioldgica, que podria relacionarse con los origenes de las cepas, esto

coincide con Infante Martinez (2014).

Asi también las condiciones de conservacion no presentaron dificultad para la viabilidad
de las cepas y fueron acordes teniendo en cuenta el tipo de hongos en estudio (Gato

Cardenas, 2010; Samaniego Fernéndez et al., 2018).

En la evaluacién del crecimiento y desarrollo de las diferentes cepas de Trichoderma el
escaso crecimiento en AN se debe a que se trata de un medio de cultivo general, en el
cual las fuentes de C y N presentes son sintéticas y se encuentran en bajasconcentraciones.
Siendo 6ptimo para microorganimos con bajo requerimiento nutricional. A pesar de esto,
las cepas de Trichoderma lograron la supervivencia, dado que no produjeron estructuras

de resistencias ni reproductivas (Kubicek Pranz, 2002; Cuervo Mulet ef al., 2010).

En tanto, en el mismo ensayo con diferentes medios de cultivo, las cepas de Trichoderma,
pueden haberse encontrado afectadas debido a la combinacion e influencia que ejerce

cada una de ellas por sus particularidades, en el consorcio o grupos de cepas evaluados.

La plasticidad de las cepas de Trichoderma para adaptarse a los diferentes medios de
cultivo y continuar su crecimiento y desarrollo se evidencia en el poco crecimiento que
presentaron y en la presencia de conidios en CZP. Este medio cuenta con fuentes
orgénicas de C (sacarosa) e inorgdnicas de N (nitrato de sodio), entre otros minerales

como Na, Fe y K. Esto coincide con los resultados obtenidos por Michel Aceves et al.
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(2008), donde Trichoderma produce micelio y esporas viables sustratos organicos con

alto porcentaje de humedad y bajo contenido mineral.

Asi también se logré solo el crecimiento micelial de Trichoderma en medio para
amiloliticos que contienen solo almidén como fuente de C, ademds de N y otros nutrientes

en bajas concentraciones.

En tanto, el mayor crecimiento y desarrollo de las cepas de Trichoderma se obtuvo con
los otros medios de cultivo empleados, ya que contienen fuente de C, aminoécidos,
vitaminas y factores de crecimiento. El orujo de VT estd constituido por fuentes organicas
de C (como la fructosa), de nitrogeno (N), fosforo (P) y potasio (K) presentes y a su
disponibilidad (Anexo Tabla 32 y 33: Analisis biolégicos y quimicos orujos), también
estd compuesto por lignina y celulosa que son requeridos para la nutricién de estos
microorganismos (Gonzdlez Basso et al., 2015; Ferndndez Mayer, 2021). Resultados
similares a los de este estudio se obtuvieron en otros sustratos de origen agricolas
(Agamez Ramos et al., 2008; Arévalo et al., 2017; Allori Stazzonelli et al., 2017; Nugra
Séanchez, 2018). Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la potencialidad que
tiene el orujo VT para la multiplicacién a gran escala de Trichoderma. Siendo este medio
de cultivo natural un recurso abundante en nuestra zona, ya que es un residuo
agroindustrial. Por lo que el uso de este bioinsumo posibilitard la reproduccion del in6culo
en grandes volimenes y de manera econdmica, lo cual permitird el manejo agroecoldgico

con la incorporacién de antagonistas a bajo costos.

Las evaluaciones de antagonismo de las cepas de Trichoderma spp. frente a V. dahliae se
hicieron en condiciones para el éxito del manejo de patégenos. Se recomienda la
implementacién de estrategias para lograr el crecimiento y desarrollo de ambos
microorganismos, teniendo en cuenta que las condiciones de oscuridad son Optimas para
el fitopatdgeno y la cantidad de horas luz no afect6 su crecimiento. Asi también las 8 h
de luz establecidas resultan un estimulo para las cepas antagonistas. La T° fué adecuada

para ambos microorganismos (Fernandez Gamarra et al., 2017; Gomez Gélvez, 2018).

La capacidad antagénica puede encontrarse con efecto sinérgico al evaluar las cuatro
cepas de Trichoderma de manera conjunta, ya que pueden coexistir metabolitos volatiles
y difusibles como asi también enzimas con capacidad para detener el crecimiento de V.
dahliae. Similares resultados fueron los obtenidos en consorcio de diferentes

microorganismos (Zubieta Coronado et al., 2021).
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La identificacion molecular de las cepas de Trichoderma concuerda con trabajos donde
se evaluaron los ITS 1/ ITS 4 (Mousumi Das et al., 2019; Zhou et al., 2020; Jambhulkar
et al., 2022) y también con la contratacién del servicio para la identificacion molecular
(Umaifa Castro et al., 2019; Alonso Bahena, 2020; Miranda et al., 2021). Los resultados
obtenidos por estos autores concuerdan con la alta homologia de identificacion de las

cepas de Trichoderma de este estudio, siendo superior al 85 %.

En el andlisis de antagosnismo, los resultados de PIC en los ensayos de cultivo dual,
indican la especificidad de las cepas para ejercer el biocontrol frente a V. dahliae, siendo
al igual que los de otros autores (Rivera Méndez et al., 2016, He et al., 2019; Garcia
Velasco et al., 2021) alrededor del 60%. Esto muestra la capacidad que presenta para

adaptarse y mantener sus caracteristicas y eficiencia antagénica.

Los PIC logrados en el ensayo de antagonismo en condiciones de fotoperiodo de 8 y 16
hs luz a pH 6,5 resultan las mas propicias para la cepa T. hamatum (TMS5A) y concuerdan
con los de otros autores (Garcia Velasco et al., 2021) con resultados de 60 y 90 % de PIC.
Las condiciones de pH evaluadas coinciden con los rangos de pH estudiados por Valencia
Albello (2004). Y la Clase I obtenida en todos los tratamientos realizados y con las
distintas cepas indica una buena competencia de sustrato por parte de Trichoderma, igual
lo describen los siguientes autores (Infante Martinez, 2014. Carrero Carrén, 2016) que

obtuvieron los mismos resultados.

En la evaluacién de metabolitos los tratamientos (Vert + TMS5A) y (Vert+TVL1) con
fotoperiodo de 8 h luz a pH 4,5 y en 16 h luz a pH 6,5 presentaron PIC del 70 % siendo
superiores a los publicados por otros investigadores, pudiendo deberse esto a las

condiciones de incubacion dadas (Alonso Bahena, 2020; Garcia Velasco et al., 2021).

En el ensayo de microcultivos resultados andlogos fueron los obtenidos por Alonso
Bahena (2020) y Rajani et al. (2021), mientras que otros solo encontraron enrrollamiento

(Guédez et al., 2012; Maza et al., 2012; Garcia Velasco et al., 2021; Kowalska, 2021).

En tanto, el estudio realizado evidencia el comportamiento tanto de las cepas de
Trichoderma como de V. dahliae en las diferentes condiciones establecidas, demostrando
la capacidad que poseen de adaptacion a los factores evaluados (pH, fotoperiodo y T°).
También la capacidad que presentan las cepas de Trichoderma en expresar diferentes
comportamientos como agentes de biocontrol las hace idéneas para ser seleccionadas

como cepas eficientes en el control del fitopatogeno.
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En los ensayos in vivo que se realizaron con plantines de olivo en cdmara de cultivo, en
el tratamiento combinado (Vert + TMS5A), con 100 % suelo, se observé la adaptacion de
la cepa antagdénica para manifestar su capacidad como biocontrolador y promotor de

crecimiento.

En el ensayo de crecimiento de plantines de olivo en invernaculo, los resultados sanitarios
de este estudio concuerdan con lo obtenido en especies arvenses (Blanco Valdes y Leyva
Galan, 2022). En el ensayo de plantines inoculados, en el tratamiento (Vert + TMS5A) se
estima que la accion conjunta de la cepa de Trichoderma (TMS5SA) con hongos
micorricicos presentes en los plantines de este estudio, lograron aminorar el efecto del
fitopatégeno ya que los resultados fueron similares al resto de los tratamientos con
Trichoderma. Esto coincide con lo planteado por algunos autores (Garcia Molano y
Jaramillo Garcia, 2015; Kowalska, 2021), siendo que hongos micorricicos inducen la
tolerancia en plantas y en el crecimiento vegetal. Hay antecedentes en los que hongos
micorricicos mejoraron la resistencia contra Verticillium, como lo describe Goicoechea
et al. (2010). Y también donde Trichoderma logré controlar hongos fitopatégenos de
suelo (Macias Rodriguez et al., 2020; Lu et al., 2020). La evaluacion de estos efectos es
complicada ya que son varios los microorganismos que se encuentran en un mismo lugar
(Harman et al., 2004). Seria interesante, profundizar estudios relacionados con la
interaccion de este tipo de consorcios microbianos, ya que las observaciones de este

trabajo indicarian una accidn sinérgica, con Trichoderma.

Los resultados obtenidos en el ensayo de constatacion de V. dahliae en plantines de olivo
son similares a los publicados por diferentes autores que encontraron colonizacién
rizosférica de Trichoderma, tanto a nivel superficial como endofitica (Rabeendran et al.,
2006; Lopez et al., 2021; Morel et al., 2021). La capacidad que cepas de Trichoderma
colonicen raices de plantas en presencia de micorrizas que se encontraban presentes
previamente, concuerda con lo encontrado por otros investigadores (Sood et al., 2020;
Macias Rodriguez et al., 2020 y Kowalska, 2021). Harman et al. (2004) expresaron que
mds de un microorganismo puede promover mejores resultados respecto a que sea solo
uno. Los porcentajes de colonizacion de hongos micorricicos en los tratamientos testigo
y en control de Trichoderma (TMS5A) son similares a los obtenidos por Sosa Rodriguez
et al. (2006). En este trabajo predominé la colonizacién natural de micorrizas en el

tratamiento testigo respecto al tratamiento con Trichoderma. Si bien hubo un efecto de
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primo colonizacion por parte de las micorrizas, la cepa TM5A logré colonizar de manera

endofitica las raices de los plantines de olivo.

Di Barbaro (2020) muestra la eficiencia en el consorcio de microorganimos de cepas

nativas en el crecimiento de diferentes cultivos, lo que concuerda con los resultados

alcanzados en nuestro trabajo, con la cepa TMS5A.

V. CONCLUSIONES

Se logr6 el aislamiento y la identificacion morfolégica, funcional y genética de
una cepa nativa de V. dahliae como agente fitopatégeno de la verticilosis, en

planta de olivo var. Arauco de la provincia de Catamarca.

Se logré el aislamiento de 17 cepas nativas de Trichoderma spp. de suelos de

diferentes ecoregiones de la provincia de Catamarca.

El medio de cultivo natural de orujo de vid tinta empleado para lograr el
aislamiento resulté adecuado al igual que las condiciones de incubacién que
permitieron obtener e identificar morfolégicamente las cepas y luego

conservarlas.

Por su comportamiento antagénico frente a V. dahliae, las cepas de Trichoderma
evaluadas en las condiciones estudiadas resultaron eficientes como

biocontroladoras frente al fitopatégeno en estudio.

Se pudo determinar que los factores de fotoperiodo y pH no limitan el crecimiento
del fitopatégeno, mientras que el control antagénico depende de cada cepa de
Trichoderma para adaptarse a las condiciones en estudio. Siendo la cepa TMSA
la que mejor controlé al fitopatégeno de manera in vitro. Por lo que es necesario
continuar el estudio para determinar la cepa que presente mayores acciones como

controlador bioldgico.

Como resultado de este estudio se verifico la capacidad de cada cepa para ejercer
los diferentes tipos de parasitismo en las condiciones establecidas. Esto es
considerado de gran interés ya que se evidencia el control del fitopatogeno a través

del contacto fisico de ambos microorganismos.

-9 -



Por primera vez se describid la capacidad biocontroladora in vitro de cepas de
Trichoderma spp. nativas de la provincia de Catamarca. Las mismas presentan
una amplia variabilidad en el crecimiento y desarrollo, lo que indica la importante
biodiversidad de este género flingico. Esta biodiversidad es la que permitié
encontrar cepas con caracteristicas deseables para controlar biologicamente a V.
dahliae, siendo de gran interés para la produccién agricola organica y sustentable.
Con lo cual no se cierra la bisqueda y seleccion de cepas para el control de V.
dahliae como de otros fitopatdgenos. Es de interés e importancia continuar el
estudio del consorcio de varias cepas de Trichoderma para controlar de manera

conjunta a V. dahliae u otros fitopatégenos.

Este estudio es pionero con la cepa nativa estudiada, por lo que es promisorio para

ejercer biocontrol en hospedantes infectados con V. dahliae.

Se registr un alto nivel de colonizacion fungica en raices de olivo, con la co-
ocurrencia de T. hamatum (TMS5A), V. dahliae, hongos micorricios y endéfitos
septados oscuros nativos de la provincia de Catamarca. Con esto se evidencia la
diversidad de microorganismos presentes en el vegetal, que consociados presentan

capacidad de biocontrol con lo cual se traduce en un mejor crecimiento vegetal.

La ausencia de sintomas también es posible que se deba a una resistencia inducida
por la presencia de 7. hamatum (TMS5A) en el olivo. Es necesario el estudio en

profundidad de esta cepa antagdnica en diferentes cultivos.

Dado el consorcio microbiano establecido y la capacidad de biocontrol ejercida
por las micorrizas nativas y la cepa TMS5A de T. hamatum, se considera pertinente
evaluar el comportamiento de estos microorganismos en diferentes condiciones
abidticas (T°, pH, H®, etc.) para conocer el comportamiento y establecer el posible
manejo. Es también de interés el aislamiento del hongo micorricico y posterior
inoculacion junto a la cepa TMSA para ser probada en otros cultivos frente a V.

dahliae.

Se considera necesario conocer la vida util del inoculante preparado con la cepa
TMS5A (T. hamatum) y el comportamiento que esta presenta frente a diferentes

aditivos que se le pueda agregar para lograr una mejor aplicacion.

Es necesario evaluar el comportamiento de la cepa biocontroladora TMSA (T.

hamatum) en condiciones de campo con el fin de evaluar su crecimiento y
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funcionalidad, que ejerce en un medio donde las condiciones de crecimiento no

son controladas.
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VIIL

ANEXO

Tabla 30: Muestreo de material vegetal para el aislamiento de V. dalhiae en las

provincias de Catamarca y La Rioja.
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Tabla 31: Muestreo de suelos para el aislamiento de cepas nativas de Trichoderma,

de la prov. de Catamarca.

N° de S - . - . L
Denominacion Procedencia cultivo / sin cultivo Ecoregion
Muestras
1 Nogal INTA Valle Viejo nogal Chaco Arido
M5 Colonia del Valle Eucaliptus - (Calle 3) Chaco Arido
3 M2 Colonia del Valle Olivo (Calle 3) Chaco Arido
4 M11 Colonia del Valle Monte (Calle 4) Chaco Arido
5 M6 El Rodeo - Ambato Membrillo Yungas
6 M1 El Rodeo - Ambato nogal Yungas
7 M10 Polcos - Valle Viejo Alfalfar Chaco Arido
8 M3 Pomancillo - Fray Mamerto Esquiu Hortalizas Chaco Arido
9 M8 Sumalao - Valle Viejo alfalfar Chaco Arido
10 M4 Poman Olivo Arauco Chaco Arido
11 M12 Huillapima - Capayan Olivo Chaco Arido
12 M13 Coneta -Capayan Mandarina Chaco Arido
13 M14 Coneta - Capayan Alamo - Acequia Chaco Arido
14 M 15 Coneta - Capayan Alfalfa Chaco Arido
15 M16 Coneta - Capayan Cafaberal (quinta) Chaco Arido
16 M 17 Huillapima - Capayan Rosas Chaco Arido
17 M18 Huillapima - Capayan Represa Chaco Arido
18 M 19 Huillapima - capayan Monte Natural Chaco Arido
19 M 20 Las Juntas - Ambato Lote con vegetacion herbacea (90 %) y arbustiva (10%)- Lomada Yungas
20 M 22 Mutquin - Poman Nogales Yungas
21 M 23 Chafiarito - Cpayan comino Chaco Arido
22 M24 Paclin natural Selvamontanay
pedemontana
23 M25 Paclin cencrus Yungas
24 M26 Paclin nogal Yungas
25 M27 Santa Maria pimenton Monte
26 M28 Santa Maria pimenton Monte
27 M29 Santa Maria pimenton Monte
28 M30 Tinogasta Cultivo de Vid - muestra cerca de la bodega de Longo- Prepuna
29 M31 Tinogasta s/ cultivo Prepuna
30 M32 Tinogasta Olivo Prepuna
31 M33 Tinogasta Vid Prepuna
32 M34 Tinogasta s/ cultivo Prepuna
33 M35 El Rodeo Suelo cubierto con grama Yungas
34 M36 El Rodeo cipreces Yungas
35 M37 El Rodeo nogales Yungas
36 M38 El Rodeo Nogales Yungas
37 M39 Las Esquinas - Valle Viejo cencrus Chaco Arido
38 M40 RN 60 orilla del camino - salinas Chaco Arido
39 M41 Nueva Coneta - Capayan Citrus Chaco Arido
40 Trich53 Santa Maria pimiento para pimenton Monte
41 M54 Santa Maria pimiento para pimenton Monte
42 AC1 San Antonio - Fray M. Esquiu Alfalfa Chaco Arido
43 AC2 San Antonio - Fray M. Esquiu alfalfa Chaco Arido
44 AC3 San Antonio - Fray M. Esquiu Acosta Guido Chaco Arido
45 AC3 San Antonio - Fray M. Esquiu alfalfa Chaco Arido
46 VL1 Tres Puentes - Valle Viejo flores Chaco Arido
47 FN Poman Poman Olivos Chaco Arido
48 TP Valle Central Topinambur Chaco Arido
49 LB Haba Santa Maria L. B. Haba Chaco Arido
50 yacon Fray Mamerto Esquiu Yacon Chaco Arido
51 SN1 La Puerta - Ambato nogales Yungas
52 SN2 La Puerta - Ambato sin cultivo Yungas
53 MZ Pomancillo - Fray Mamerto Esquiu Hortalizas Chaco Arido
54 LT2 Las Juntas nogales Yungas
55 A203 Arphi - Valle Viejo olivo Chaco Arido
56 TP 2 El Alto sorgo Chaco Semiarido
57 MZ Capayan sin cultivo Chaco Arido
58 LT Paclin sin cultivo Yungas
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Tabla 32: Andlisis quimico para determinar pH, conductividad eléctrica, materia

orgénica, N, F y K, de orujos de vid (Vitis vinifera) tinta y blanca.

Descripcion Vid Tinta Vid Valores
Blanca adecuados

Muestra N° 1 2

pH ( 1:2,5 en Agua) 43 4,0 7,0- 8,0

Cond. Eléctrica (dS/m) 6,67 5,98

Nitrégeno (%) 1,53 1,48 1,5 - 1,8

Fosforo (%) 0,27 0,31 0,8 - 1,0

Potasio (%) 2,89 2,20 > 1,0

Materia Organica (%) 70 71 35-40

Carbono Organico (%) 41,2 41,9

Cenizas (%) 30 29

C/N 16 —20

Metodologia:

pH: potenciometria. En suspensién de suelo agua en relacion (1:2,5).
Conductividad eléctrica por potenciometria en el extracto de saturacion.
Materia orgénica: Calcinacion, por diferencia total de cenizas.
Nitrégeno: Digestion himeda por el método microKjeldahl.

Fésforo y Potasio por digestion himeda percldrica y lectura de fosforo en espectrofotémetro y
potasio en fotometria de llama.
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Tabla 33: Andlisis de actividad bioldgica de orujos de vid (Vitis vinifera) tinta y blanca.

Muestra Absorvancia Abs:;l:;;zcm 12;:;;;{?;’
Uvatinta a 0,1734
Uva tinta b 0,174
Uvatinta ¢ 0,163 0,178 Baja
Uva tinta d 0,177
Uvatintae 0,175
Uvablanca a 0,4638
Uva blanca b 0,472
Uva blanca c 0,457 0,458 M:%e;zda
Uvablancad 0,473
Uva blanca e 0,459

Método: Determinacién de la actividad biolégica por el método de hidrdlisis del diacetato
de fluoresceina (FDA) (Schniirer and Roswall, 1982):

Fundamento: Metodologia usada para evaluar la actividad microbiana. El Diacetato de
Fluoresceina (FDA) es un compuesto susceptible de ser hidrolizado por varias enzimas
(estearasas, lipasas y proteasas) de las células vivas. La fluoresceina permanece en la
célula causando fluorescencia intracelular que puede ser visualizada por microscopia de

fluorescencia y/o cuantificada por espectrofotometria.

- 117 -



- 118 -



