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Resumen

Las especies de Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el biocontrol de
enfermedades de plantas, debido a su ubicuidad y su facilidad para ser aisladas y
cultivadas. El objetivo fue lograr una coleccion de especies de Trichoderma, de distinto
origen geografico y actividad biocontroladora sobre Zymoseptoria tritici, en trigo. Se
evaluaron 240 aislamientos de Trichoderma obtenidos de muestras de suelo de la regién
triguera argentina. La capacidad antagonica se ensayo en plantulas de trigo, en invernaculo.
Se seleccionaron las cepas con mejor aptitud biocontroladora (por reducir el porcentaje de
area necrosada y de cobertura picnidial en hoja). Se observé que la reduccién de la
cobertura picnidial fue el parametro que mas homogéneamente se repite con todas las
cepas, alcanzando entre un 45 a 90% de reduccion. Con estas cepas caracterizadas
fenotipicamente se organizé el Banco Micolégico en el que se pone a disposicion de la
comunidad cientifica aislamientos nativos de Trichoderma spp. para ser utilizados en el
manejo de enfermedades locales, dentro de una agricultura sustentable.

Palabras claves: biocontrol; Trichoderma sp.; Zymoseptoria tritici.

Abstract

Trichoderma species are the antagonists used for biocontrol of plant diseases, due to its
ubiquity and its ability to be isolated and cultured. The objective was to achieve a collection
of species of Trichoderma, from different geographical origin and with biocontroller activity on
Zymoseptoria tritici in wheat. Trichoderma isolates (240) obtained from samples of soil from
the wheat growing region of Argentina were evaluated. The antagonistic capacity was tested
in seedlings of wheat in the greenhouse. The biocontrollers strains were selected by
reducing the percentage of necrotic area and pycnidial coverage. It was observed that
reducing pycnidial coverage was more homogeneously the parameter is repeated with all
strains, reaching between 45 to 90% reduction. With these strains, characterized
phenotypically, organized the Fungal collection in which they are available, native strains of
Trichoderma spp. to be used in the management of local diseases, within a sustainable
agriculture.

Keywords: Biocontrol; Trichoderma sp.; Zymosepftoria tritici.

Introduccién

Dentro de las enfermedades foliares de los cereales, la mancha de la hoja del trigo (MHT),
causada por Zymoseptoria tritici (Desm.) Quaedvlieg & Crous (antiguamente Mycosphaerella
graminicola y Septoria tritici) es una enfermedad que ocasiona pérdidas de rendimiento en
Argentina del 17 y 50% dependiendo del estado fenolégico en el que ocurre la infeccién
(Simon et al. 1996). Tradicionalmente el productor agropecuario aplica fungicidas en altas
dosis y frecuencias para el control (o erradicacion) de las enfermedades causadas por
hongos, eliminando una gran cantidad de especies fungicas, la mayoria saprdfiticas. Este
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vacio provoca un riesgo de reinvasion por parte de los patégenos ante las pérdidas del
efecto amortiguador que le opone la flora saprobia. La consecuencia de la eliminacion de los
saprobios naturales ha forzado a la utilizacion de fungicidas cada vez mas potentes, lo que
significa una mayor agresion al ecosistema y la presencia de altos niveles de residuos en
productos cosechados (Moénaco, 2002). Otra de las consecuencias del excesivo uso de
agroquimicos, ademas de los altos costos en la produccion, es la contaminacién ambiental
(suelo, aire, agua) y los problemas de toxicidad para el hombre y los animales, ademas de la
eliminacion de la fauna benéfica (Butt et al.,, 2001). Otro problema, fundamental para la
Agroecologia, es el acceso a la tecnologia. Hay que tener en cuenta que el 70 % de los
agricultores de la Argentina son agricultores familiares y no siempre tienen dinero para
comprar los insumos. En este cao es fundamental fortalecer los procesos ecolégicos de
regulacion bidtica y este trabajo puede hacer un aporte en este sentido.

La Agroecologia busca, entre otras cosas un mayor fortalecimiento de los procesos
ecolégicos que provee la biodiversidad para disminuir el uso de insumos externos. Las
plantas hospedan muchos microorganismos no patégenos o débilmente patégenos en forma
enddfita o epifita. Tales microorganismos pueden ser importantes antagonistas que se
encuentran dentro, sobre tejidos vegetales y en la rizosfera del cultivo (Ménaco, 2002).
Segun la capacidad antagénica que posean, podran desplazar, reducir, suprimir o inducir la
resistencia al patdgeno (Ménaco, 2002). Las especies de Trichoderma, estdn ampliamente
difundidas en la comunidad microbiana de los suelos y alguno de sus representantes se
destacan, por sus propiedades antagonistas (Dal Bello, 1997). Estas especies son los
antagonistas mas utilizados para el control de enfermedades de plantas, debido a su
ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran
numero de sustratos y a que no atacan a plantas superiores (Papavizas et al., 1982). Los
mecanismos por los que las cepas del género Trichoderma desplazan al fitopatégeno son
fundamentalmente de cuatro tipos: competicién directa por el espacio o por los nutrientes,
produccién de metabolitos antibidticos, parasitismo directo de determinadas especies de
Trichoderma sobre el hongo fitopatdgeno e induccion de la resistencia en plantas (Howell,
2003; Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010). El control biolégico es el resultado de un
numero de diferentes mecanismos de accion del antagonista que actian en forma sinérgica
(Howell, 2003). La importancia relativa de cada uno de ellos depende de cada interaccién de
antagonista-patdgeno y de las condiciones ambientales.

El objetivo de este trabajo fue lograr una numerosa coleccién de especies del género
Trichoderma, de distinto origen geografico y actividad biocontroladora comprobada sobre
Zymoseptoria tritici, en plantas de trigo. La coleccion permitira ampliar la red de trabajos
cientificos sobre la capacidad biocontroladora de las cepas a nivel experimental y en un
futuro a nivel aplicado.

Metodologia

Durante los afios 2008, 2009, 2010 y 2011 se recolectaron muestras de suelo de distintas
zonas geograficas de la Region Triguera Argentina, pertenecientes a las localidades de Los
Hornos, Bragado, Bordenave, Parana, Manfredi Loberia, Pergamino y Santa Fe (Figura 1).
Se realizé un muestreo jerarquico de la rizosfera de las plantas de trigo. Cada una de estas
muestras se acondicioné (secada a temperatura ambiente, molida con un mortero y
tamizada a través de un cedazo) y se conservo en la heladera a 4 °C.

MEMORIAS DEL V CONGRESO LATINOAMERICANO DE AGROECOLOGIA
Archivo Digital: descarga y online ISBN 978-950-34-1265-7



(Ongreso Latinoamericano de

ASree(0ia9ia

LA PLATA ARGENTINA 2015

FIGURA 1. Mapa de las Subregiones trigueras de la Argentina. Sitios de aislamiento de
Trichoderma: (a) Los Hornos (b) Bragado (c) Bordenave (d) Parana (e) Manfredi (f) Loberia
(g) Pergamino (h) Santa Fe.

Obtencidn de aislamiento de Trichoderma spp.

Los aislamientos de Trichoderma spp. se realizaron a partir de las muestras de suelo
conservadas a baja temperatura. Se utilizé la técnica de dilucion en placas con el medio de
cultivo selectivo para Trichoderma (TSM) (Elad et al., 1981). De cada una de las diluciones,
se coloco en cajas de Petri, 1 ml de la suspension con 1 ml de la solucion fungistatica con
PCNB (Pentacloronitrobenceno). Posteriormente, se agregd el medio de cultivo (TSM)
fundido y enfriado a 50°C. Las cajas fueron incubadas en estufa a 26°C, durante 5 dias.
Aquellas colonias de Trichoderma spp. que crecieron de manera aislada fueron repicadas en
agar de papa glucosado al 2% (APG).

Aislamientos y produccion de inoculo de Z. tritici

Los aislamientos de Z. tritici se realizaron a partir de fragmentos de tejido infectado de hojas
de trigo. Para la produccion del indculo se utiliz6 una mezcla de dos aislamientos virulentos
de Z. tritici, de dos localidades: 9 de Julio (FALP9J008) y Pla (FALPLAOO08), ambas de la
provincia de Buenos Aires. Para lograr una cuantiosa esporulacién, los aislamientos se
cultivaron en cajas de Petri con el medio de cultivo agar malta. La suspension de conidios se
obtuvo inundando las cajas con aproximadamente 5 ml de agua destilada; luego se raspé la
superficie de la colonia con un ansa estéril y, por ultimo, la suspension resultante se filtrd
con una malla tramada. La concentracién de la suspension se ajusté a 1x10° esporas/ml.

Actividad biocontroladora de aislamientos seleccionados de Trichoderma frente al agente
causal de la MHT

Los ensayos biolégicos se realizaron mediante inoculaciones artificiales en invernaculo
siguiendo la técnica descripta por Cordo et al. (2007). Se seleccionaron 30 cepas de
Trichoderma spp. de cada una de las zonas de la region triguera argentina (Figura 1).Cada
una de las 30 cepas se aplico recubriendo la semilla de trigo con el micelio y conidios del
antagonista. Para esto, se agitaron las semillas por 30 minutos en una suspension
preparada con 90 ml de agar agua al 2 %o al que se adicionaron 10 ml de una suspension de
conidio de Trichoderma spp. y 1 gota de tensioactivo. Luego se las dejo secar a temperatura
ambiente por 24h. Las semillas recubiertas con cada cepa de Trichoderma spp. se
sembraron en bandejas de (16 cm x 10 cm x 5 cm) en tres repeticiones por bloque. En el
caso del testigo se sembraron semillas sin el hongo. Estas bandejas se mantuvieron en
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invernaculo durante la duracion del ensayo con un periodo variable entre 35 y 43 dias,
dependiendo de la influencia de la temperatura. Diariamente se registraron las temperaturas
maximas, minimas y la humedad ambiental maxima y minima. De esta manera se controlo
que las condiciones ambientales fueran las adecuadas para el desarrollo de la enfermedad.
Se evalué el potencial antagonista de las cepas ensayadas estimando la reduccion del area
necrosada y de la superficie cubierta con picnidios, ambas para la primera y la segunda
hoja, cuando las plantas de trigo de un cultivar susceptible (Buck Guapo) se inocularon con
una mezcla de las dos cepa virulenta de Z. tritici. Esto se comparé con un testigo sin
antagonistas. De esta forma se midio la capacidad de cada aislamiento de Trichoderma spp.
de restringir el progreso de la MHT, 21 dias posteriores a la inoculacion.

Resultados y discusién

A nivel nacional o internacional no existen antecedentes similares sobre el comportamiento
de poblaciones de Trichoderma spp. en ensayos conducidos en plantulas de trigo para
evaluar actividad biocontroladora. En este estudio se ensayaron 240 cepas de Trichoderma
obtenidas de muestras de suelo de diferentes localidades de la region triguera argentina. La
vasta extension de esta region integra una gran amplitud de regimenes térmicos, hidricos y
una gran diversidad de suelos. Dal Bello et al. (2011), para lograr la supresion de Botrytis
cinerea in vitro, ensayaron 300 cepas de diferentes especies de antagonistas, obtenidas a
partir de hojas, frutos y flores de plantas de la familia Solanaceas. Ambos estudios destacan
la importancia de utilizar antagonistas microbianos nativos para el control de hongos a
campo o en invernaculo. Sutton (1995), al igual que otros autores como Ménaco (2002) y
Dal Bello (1997), sefialaron la importancia de la adaptacién ecologica de los
microorganismos utilizados como antagonistas en los cultivos. Consolo et al. (2012)
estudiaron 33 cepas de Trichoderma spp. aisladas de suelo de diferentes agroecosistemas
(Cultivos de soja, arroz y maiz) de Buenos Aires; sin embargo, soélo analizaron el
comportamiento in vitro de las cepas sobre diferentes patégenos. Cordo et al. (2007)
determinaron que la técnica de aplicacion de los antagonistas mas eficiente para controlar a
Z. tritici es el recubrimiento de la semilla. Al igual que en este estudio, la capacidad
antagonica fue realizada en bioensayos en plantulas. Sin embargo, los aislamientos de
Trichoderma spp. fueron obtenidos de diferentes cultivos (alfalfa, clavel y trigo) o
seleccionados por sus antecedentes como hiperparasitos de Sclerotium rolfsii.

La Tabla 1 muestra el origen geografico de los aislamientos con actividad biocontroladora.
Se observo que los aislamientos 123 y 160 disminuyeron la necrosis en hoja en mas de un
90 % (comparadas con el testigo =100% de enfermedad). Los aislamientos 73, 80, 93, 107,
108, 114, 123, 129, 131, 140, 141, 160, 162, 165, 170, 172, 206 y 215 presentaron una
reduccion mayor del 50 % comparado con el testigo. Teniendo en cuenta la cobertura
picnidial, se dedujo que la reduccion de la enfermedad es mas uniforme entre todos los
aislamientos. Estos valores de reduccién variaron entre un 45% y un 80%. Los aislamientos
mas destacados fueron el 123 y el 170 por reducir mas del 90% este parametro.
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TABLAA1. Origen geografico de los aislamientos con actividad biocontroladora comprobada.

Localidad Ano N° de identificacion de los aislamientos

Los Hornos 2008 1,2,4,5,7,8,10, 12,13, 14, 15, 18, 24,
26, 29, Th5CC, Th118
Bragado 2008 33, 34, 42, 46, 50, 54, 56, 57, 58, 59, 60

Bordenave 2009 62, 63, 66, 67, 68, 69, 71, 72, 73, 74,
76,77,78, 79, 80,81, 83, 87, 89, 90
Parana 2009 92, 93, 95, 97, 98, 102, 103, 107, 108,
113,114, 115, 117, 119
Manfredi 2010 123, 129, 131, 140,141

Loberia 2010 160, 162, 165, 170, 172, 177

Pergamino 2011 181, 182,183, 206, 210

Santa Fe 2011 211, 215, 217, 218, 219, 220, 229, 236

Se ha demostrado que Trichoderma tiene la capacidad de inducir la resistencia frente a una
amplia gama de enfermedades, causadas por diversas clases de patégenos (hongos,
bacterias y virus). La resistencia sistémica queda demostrada porque el control de la
enfermedad se produce en un sitio que esta lejos de la ubicaciéon del antagonista (Harman et
al., 2004). En este principio se basa el uso de semillas de trigo cubiertas con los organismos
antagonistas, como la técnica adoptada en nuestros ensayos (Cordo et al., 2007; Perell6 et
al., 2009; Stocco et al., 2009, 2012).

Las bondades que presentan las cepas del antagonista Trichoderma, han hecho posible la
elaboracion de productos biologicos con caracteristicas amigables con el ambiente. El éxito
de estos productos estd amparado por una precisa seleccion de cepas, tanto desde el punto
de vista fisiolégico, como por su capacidad biocontroladora y por un estricto sistema de
calidad para su produccion.

Conclusion

Con las cepas aisladas y caracterizadas fenotipicamente, se organizé el Banco Micolégico.
Se encuentran disponibles cepas nativas de Trichoderma spp. para ser utilizadas en el
manejo de enfermedades locales, dentro de una agricultura sustentable. EI Banco se
encuentra en el Centro de Investigaciones de Fitopatologia (CIDEFI) de la Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP. Las cepas de Trichoderma estan disponibles para ser
utilizadas en ensayos de control bioldgico, se solicitan por nota y se acuerda como se
entregara un cultivo de las mismas.
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