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Introduccion

Uno de los agentes de control biolégico mas estudiados a nivel mundial es Trichoderma
spp un microorganismo fungico del cual se ha demostrado que posee capacidad para
interferir en los procesos vitales de distintos patégenos. (Martinez et al., 2013). Entre los
numerosos ejemplos exitosos de su aplicaciéon puede citarse el control de Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum agentes causales de podredumbres y
marchitamientos en cultivos intensivos (Guédez et al., 2012; Martinez et al., 2013). Su
accion contra patdgenos de semillas, raiz y 6rganos aéreos en cultivos intensivos ha sido
estudiada por Amein et al. (2011), y Mancini y Romanazzi (2014), entre otros. Para las
patologias enumeradas se obtuvieron productos comerciales a base de Trichoderma
denominados biopreparados (Aquino et al., 2008; Chiriboga et al., 2015). En Argentina, se
han realizado numerosas investigaciones en el campo disciplinar del control bioldgico.
Estas investigaciones fueron recopiladas en la amplia revision realizada sobre el tema por
Betiol et al. (2014).

Trichoderma posee tanto actividad antagonista como estimuladora del crecimiento
vegetal. La capacidad antagonista esta relacionada con la especificidad de la cepa y de
sus modos de accién. Esto es, pueden existir aislamientos que sean mas eficientes para
el control de un patégeno y no de otro, lo cual hace necesaria la evaluacion de la
especificidad (Martinez et al., 2008). Motivo por el cual durante el proceso de seleccion de
aislamientos promisorios para el control de un patégeno determinado es importante
estudiar los mecanismos relacionados con dicho control. Estos mecanismos incluyen:
antibiosis, competencia (por espacio y nutrientes), micoparasitismo y, desactivacion de
enzimas de los patégenos, entre otros (Harman, 2000).

A partir de estos antecedentes, se realizé el presente trabajo con el objetivo de
caracterizar cinco cepas de Trichoderma a partir de la deteccion de mecanismos de
control biol6gico en pruebas de antagonismo in vitro con Alternaria alternata (Fr) Keissl,
agente causal del manchado foliar en salvia (Salvia officinalis L.) (Sandoval y Noelting,
1999; Madia y Gaetan, 2007)

Materiales y Métodos

Patbégeno

La cepa A. alternata utilizada en el estudio proviene de hojas de salvia sintomaticas
(manchado foliar). Para la obtencidn del in6culo para las pruebas de laboratorio se
procedié a cultivar el hongo en tubos en un medio de cultivo de agar papa glucosado
(APG) al 2% p/v y en caldo de papa glucosado (CPG) al 2% p/v.
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Antagonista

Se utilizaron tres cepas de Trichoderma y dos de T. harzianum mantenidas por sucesivos
repiques en APG, la procedencia de cada una de las cepas se detalla en la Tabla 1.

Pruebas de antagonismo: Se realizaron mediante la aplicacion de: i) la técnica de
“cultivo dual” la cual consistié en la siembra en el centro de placas Petri, con medio APG
(2%), de una seccién de 5 mm de cultivo del patégeno enfrentada a una seccion del
antagonista de igual tamafo y distanciadas 4 cm una de la otra. Las placas cubiertas con
film transparente fueron incubadas durante 8 dias a una temperatura de 22°C. Los
testigos consistieron en la siembra en forma individual de A. alternata y Trichoderma
Durante el periodo de incubaciéon fue medido el diametro de las colonias de los
microorganismos en estudio, con el objetivo de evaluar el efecto del antagonista sobre las
colonias del patogeno. Ademas, se realizaron observaciones macro y microscopicas de la
zona de interaccion entre el patégeno y el antagonista y del tipo de estructura fangica en
el caso de las pruebas de metabolitos volatiles, filtrado de cultivo y discos; ii) técnica de
deteccion de metabolitos volatiles, consisti6 en la siembra de cada par de
microorganismos en estudio en la misma placa de Petri conteniendo APG (2%) en la base
y la tapa de la misma. El antagonista fue sembrado en la base y el patdgeno en la tapa de
la placa. Las condiciones de incubacion y el procedimiento de medicién del diametro de
colonias fueron idénticos a los descritos para cultivo dual; y iii) método de discos, se
emplearon cultivos liquidos de los aislamientos de Trichoderma, desarrollados durante
cinco dias en medio caldo de papa glucosado (CPG 2%). Luego de determinar el
crecimiento de estos cultivos en CPG (2%) con un hematocimetro se ajustd la
concentracion > a 2 x 108 conidios/micelio/mL. De estos cultivos se obtuvo una suspension
libre de estructuras fungosas por filtrado, en condiciones de asepsia, con papel Whatman
N° 4 con la cual se impregnaron discos de papel de filtro (0,5 mm de diametro). Una vez
secos los discos fueron colocados en nimero de cinco en cajas de Petri conteniendo
APG (2%). Todas las placas fueron previamente sembradas con un cultivo puro del
patégeno empleando el método de estrias en superficie. El procedimiento utilizado para
estimar la accion inhibitoria consisti6 en la observacién de la presencia o ausencia de
halos (de inhibicién), en la periferia de los discos impregnados con la solucién. Como
tratamiento testigo, se utilizaron discos de papel de filtro sumergidos solamente en el
medio liquido antes de colocarlos en las cajas sembradas con el patégeno. Todas las
pruebas se realizaron por triplicado. El andlisis efectuado a los datos correspondientes al
diametro de colonias del patégeno y los antagonistas, consistio en la realizacion del
analisis de la varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Tuckey (significancia de
medias) al 5 % de probabilidades empleando el programa Statistik.

Resultados y discusion

En el caso de los cultivos duales, se observo la presencia de efecto antagonico sobre el
crecimiento de las colonias del patégeno (Tabla 1). La reduccién en el diametro de las
colonias del patégeno mediada por los aislamientos del antagonista fue estadisticamente
significativa con los cinco aislamientos probados y la reduccion fue mayor para tres de los
aislamientos alocténos.
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Tabla 1. Didmetro de colonias de A. alternata (patégeno de salvia) en cultivo individual y dual con
cinco aislamientos de Trichoderma.

Antagonista Procedencia Diédmetro Halos de

+ patégeno de inhibicién
colonias
(cm)
Valores
Promedio
W +ps
Testigo (A. 4,60+0,12 a -
alternata)
Trichodermal Rizoplano®  2,86+0,05b +
salvia
T. harzianul Filoplano®  2,43+0,55b +
salvia
T.harzianu2  Filoplano 0,86+0,01 ¢ +
romero
Trichoderm2  Sustratos 0,7940,04 ¢ +
cultivo
Trichoderm3  Filoplano 0,78+0,05 ¢ +
albahaca

Dyalores promedio seguidos de igual letra en la misma columna no difieren estadisticamente al nivel 5% de
probabilidad.

@ Microambiente en la superficie de la raiz y la hoja, respectivamente

Mecanismos involucrados en el antagonismo. En los cultivos duales de A. alternata y
los cinco aislamientos del antagonista ensayados se observo que a partir del segundo dia
de incubacién y en ausencia de contacto entre los micelios de ambos microorganismos,
se desarrollo una zona de inhibicion del crecimiento (halo de inhibicidn) y un cambio en el
color del medio de cultivo. Estas modificaciones son caracteristicas del mecanismo
denominado antibiosis (Mukherjee et al., 2006), que podria deberse a la excrecion de
metabolitos secundarios en el medio de cultivo (Hernandez Mendoza et al.,, 2015).
Ademas, en los cultivos duales de los aislamiento T. harzianum 2 y Trichoderma 3 el
antagonista impidié el desarrollo de A. alternata al formar una barrera conformada por
micelio y abundante esporulacion en el sitio de contacto al quinto dia de la prueba,
indicando antagonismo por competencia de sustrato. Finalmente, la observacion de
preparaciones de estructuras fungicas del patdgeno cercanas a la zona de interaccién con
los antagonistas, exceptuando los aislamientos Trichoderma 1y T. harzianum 1, permitio
la identificacion de modificaciones consistentes con adelgazamiento de hifas, lo cual
indica la presencia de micoparasitismo (Hernandez Mendoza et al., 2015).

Mientras que, los resultados alcanzados en la prueba de deteccibn de metabolitos
volatiles mostraron resultados positivos en la disminucién del diametro de colonias del
patdgeno soélo en cultivo con el aislamiento T. harzianum 1 (Tabla2). Finalmente, en la
prueba de discos los cinco aislamientos probados evidenciaron la presencia de halos de
inhibicién, indicando la accién del mecanismo antagonico de antibiosis (Tabla 2). Este
resultado confirmaria que el mecanismo de antibiosis observado utilizando la técnica de
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cultivo dual se debe a la excrecion de metabolitos secundarios en el medio de cultivo
(Harman, 2000; Mukherjee et al., 2006).

Tabla 2. Diametro de colonias de A. alternata (patégeno de salvia) en cultivo individual y dual
(técnica de metabolitos volatiles) y presencia de halos de inhibicién (método de discos) con cinco
aislamientos de Trichoderma.

Antagonista Procedencia Diametro Halos de

+ patégeno de colonias inhibicién
(cm) 3)
Valores
Promedio
W 1pg®@
Testigo (A. 5,00+1,86 a -
alternata)
Trichodermal Rizoplano 4,93+1,07a +
salvia
T. harzianul Filoplano 3,30+0,51 b +
salvia
T.harzianu2 Filoplano 4,80+0,94 a +
romero
Trichoderm2  Sustratos 4,60+1,17ab +
cultivo
Trichoderm3  Filoplano 4,63+0,62ab +
albahaca

Dyalores promedio seguidos de igual letra en la misma columna no difieren estadisticamente al nivel 5% de
probabilidad.

@ Técnica de metabolitos volatiles. ®Método de discos

Consideraciones finales

Los aislamientos de Trichoderma y T. harzianum ensayados poseen capacidad
antagonista sobre el crecimiento de A. alternata en condiciones in vitro. Los dos
aislamientos con mayor efecto antagénico pueden considerarse aléctonos, dado que
fueron aislados de filoplano y sustratos de cultivo de otras especies aromaticas
medicinales.

El conocimiento acerca de los distintos mecanismos de antagonismo de los aislamientos
ensayados es Util para evaluar la inclusion de estos aislamientos en las siguientes etapas
del plan de control biolégico. Se destaca la capacidad de micoparasitismo detectada en
los aislamientos T. harzianum 2 y Trichoderma 2 y 3, dada su aplicacion potencial en el
control del patégeno en condiciones de cultivo a campo.
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