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Resumen. El cultivo de girasol enfrenta el desafio constante de patégenos fungicos que afectan su
germinacion y establecimiento. Una alternativa sostenible a los fungicidas quimicos es el uso de
agentes de biocontrol como Trichoderma harzianum combinados con biopolimeros naturales. El
quitosano es un polimero natural con actividad antifingica, capaz de inducir respuestas defensivas en
las plantas. Por su parte, el alginato de sodio actia como protector de los microorganismos frente a
condiciones ambientales adversas. Para optimizar su aplicacion resulta esencial analizar la
compatibilidad de estas sustancias en distintas formulaciones, particularmente en el recubrimiento
de semillas. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar in vitro el efecto antifungico de
formulaciones de quitosano y alginato de sodio combinadas con Trichoderma harzianum, aplicadas
como recubrimiento de semillas de girasol frente a los patégenos Alternaria helianthi, Agroathelia
rolfsiiy Colletotrichum spp., previamente aislados y caracterizados. Se evaluaron cuatro tratamientos:
Control, Alginato de sodio 1,5 % + Trichoderma harzianum (3,15 x 10% UFC g?), Quitosano 5 % vy la
combinacidon de ambos biopolimeros con el agente biolégico. Se midié el crecimiento radial y se
calculd la tasa de crecimiento de las colonias durante 11 dias. Los resultados indicaron que la eficacia
antifungica depende del patégeno evaluado; las formulaciones que combinaron alginato de sodio con
Trichoderma harzianum redujeron significativamente el crecimiento de los tres hongos estudiados,


mailto:cszemruch@agrarias.unlz.edu.ar
mailto:astizgasso@gmail.com
mailto:ssanchez@agrarias.unlz.edu.ar
mailto:fgarcia@agrarias.unlz.edu.ar
mailto:cgoncalves@agrarias.unlz.edu.ar

Recubrimiento de semillas de girasol con biopolimeros y Trichoderma harzianum: evaluacion in vitro frente a
patégenos fingicos - RAAA — ISSN 2796-9142 — VOLUMEN 13 — NUMERO 2

mientras que el quitosano aplicado individualmente mostré un efecto inhibitorio limitado o nulo
segun la especie. En conclusidn, la combinacidn de alginato de sodio y Trichoderma harzianum resulté
efectiva para inhibir el crecimiento de estos patdgenos in vitro. Se determind que la eficacia de los
biopolimeros evaluados esta ligada a la especificidad del hongo, lo cual representa un factor clave
para el disefio de futuros tratamientos de semillas.

Palabras-clave: Alternaria helianthi; Agroathelia rolfsii; Colletotrichum spp.; biocontrol

Abstract. Sunflower cultivation faces the constant challenge of fungal pathogens that affect seed
germination and crop establishment. A sustainable alternative to chemical fungicides is the use of
biological control agents such as Trichoderma harzianum combined with natural biopolymers.
Chitosan is a natural polymer with antifungal activity and is capable of inducing plant defence
responses. Sodium alginate, in turn, acts as a protective agent for microorganisms under adverse
environmental conditions. To optimise their application, it is essential to assess the compatibility of
these substances in different formulations, particularly for seed coating. The aim of this study was to
evaluate the in vitro antifungal effect of chitosan and sodium alginate formulations combined with T.
harzianum and applied as sunflower seed coatings against the pathogens Alternaria helianthi;
Agroathelia rolfsii, and Colletotrichum spp., previously isolated and characterised. Four treatments
were evaluated: a control, 1.5% sodium alginate + Trichoderma harzianum (3.15 x 105 UFC g1), 5%
chitosan and the combination of both biopolymers with the biological agent. Radial growth was
measured, and the micelial rate was calculated over 11 days. The results indicated that antifungal
efficacy depended on the pathogen evaluated; formulations combining sodium alginate with
Trichoderma harzianum significantly reduced the growth of the three fungi studied, whereas chitosan
applied alone showed limited or no inhibitory effect, depending on the species. In conclusion, the
combination of sodium alginate and Trichoderma harzianum effectively inhibited the growth of these
pathogens in vitro. The efficacy of the evaluated biopolymers was pathogen-dependent, highlighting
fungal specificity as a key factor.

Keywords: Alternaria helianthi; Agroathelia rolfsii; Colletotrichum spp.,; biocontrol

Introduccion

La agricultura moderna enfrenta la amenaza constante de patdgenos fungicos, que constituyen
uno de los principales factores limitantes para la germinacion y el establecimiento de los cultivos,
particularmente en semillas de oleaginosas (Hartman et al., 2015; Kumar y Thakur, 2021; Hosseini et al.,
2023). Entre estas enfermedades se destaca el complejo de damping-off, responsable de necrosis
radicular y marchitamiento en plantulas durante sus primeras etapas de desarrollo, lo que reduce
significativamente el stand de plantasy, en consecuencia, el rendimiento final del cultivo (Dorrance, 2015;
Munkvold, 2017; Matthiesen y Robertson, 2023). En Argentina, la sanidad del cultivo de girasol y otras
especies se ve afectada por hongos patégenos de importancia econdmica. Entre ellos destaca Agroathelia
rolfsii (en su anamorfa Sclerotium rolsfii), causante del tizén del tallo. Esta es una enfermedad prevalente
y potencialmente destructiva en las zonas productoras del pais (lvancovich y Lavilla, 2016). Asimismo,
Alternaria helianthi, responsable de la mancha de la hoja y el tallo, ha cobrado relevancia en regiones
clave como el sur de la provincia de Buenos Aires (Quiroz, 2015). Por su parte, especies del género
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Colletotrichum spp. representan amenazas relevantes para la sanidad de las semillas y plantulas (Bautista-
Bafios et al., 2003; Hassan y Chang, 2017). Si bien no es considerado un patégeno de importancia
econdémica para el girasol, resulta un patégeno modelo para ensayos in vitro de biocontrol debido a que
practicamente todas las familias botdanicas cultivadas son susceptibles a una o mas de sus especies
(Baroncelli et al., 2017).

El control de estos patégenos se ha basado tradicionalmente en la aplicacion de fungicidas de
sintesis quimica como tratamiento de semillas. Sin embargo, su uso intensivo ha generado
preocupaciones ambientales y agrondmicas, incluyendo la aparicién de cepas flingicas resistentes
(Fernandez-Ortuiio et al., 2006; Malarkodi et al., 2025), la contaminaciéon del agroecosistema vy la
reduccidon de microorganismos benéficos en la rizésfera (Pimentel et al., 2022). En este contexto, los
agentes de biocontrol se posicionan como una alternativa viable para complementar o reemplazar estas
sustancias (Jiménez-Pérez et al., 2025). Entre ellos, Trichoderma harzianum (T. harzianum) ha demostrado
capacidad para inhibir patégenos mediante micoparasitismo, competencia y la induccidon de resistencia
sistémica (Sanches-Santos et al., 2019; Jiménez-Pérez et al., 2025).

Una estrategia clave para optimizar la eficacia del biocontrol es la integracion de estos
microorganismos con biopolimeros naturales mediante la tecnologia de recubrimiento de semillas. Dichos
polimeros actian como matrices protectoras que favorecen el establecimiento, la adhesion y la
persistencia de los agentes bioldgicos en la semilla y la rizosfera, ademas de mejorar su calidad, mantener
la viabilidad y permitir una liberacidn controlada de esporas de T. harzianum (Chandrika et al., 2019; Juthi
et al.,, 2024; Malavathu et al., 2025; Szemruch et al., 2024; Vijaykumar et al., 2024). El quitosano es
considerado el segundo biopolimero natural mas abundante después de la celulosa (Lidi et al., 2024;
Younesy Rinaudo, 2015). Es reconocido por sus propiedades biodegradables, no téxicas y biocompatibles
(Baviskar et al., 2025; El-Araby et al., 2024) y ejerce un efecto dual como agente de control. Por un lado,
posee actividad antifungica directa que inhibe el crecimiento, la esporulacién y la germinacidn de esporas
(Kredics et al., 2024; Poznanski et al., 2023) mediante la alteracidn de la pared celular y la permeabilizacion
de la membrana plasmatica (Al-Hetar et al., 2011; de Oliveira Jr et al., 2012; Lopez-Moya et al., 2016;
Palma-Guerrero et al.,, 2009). Por otro lado, actla como agente elicitor que activa las respuestas
defensivas de la planta, promoviendo la acumulacidn de proteinas relacionadas con la patogénesis, como
quitinasas y peroxidasas (Prasad et al., 2020; Stanley-Raja et al., 2021). El alginato de sodio es un
biopolimero lineal formado por residuos de acido f-D-mannurénico (M) y acido a-L-gulurdnico (G) unidos
por enlaces (1->4). Se caracteriza por su alta viscosidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad y baja
toxicidad, ademas de poseer valiosas propiedades bioldgicas y tecnoldgicas (Bojorges et al., 2025). Entre
las propiedades bioldgicas se encuentra la induccidon de mecanismos de defensa en las plantas frente a
bacterias, hongos y virus. Estos efectos se relacionan con la activacion de la via de sefializacion del acido
salicilico, la acumulacién de fitoalexinas y metabolitos secundarios con actividad antipatégena, asi como
con el incremento de enzimas de defensa y moléculas sefializadoras (Moenne y Gonzalez, 2021). El
alginato de sodio se emplea en la encapsulacion de agentes bioldgicos para el recubrimiento de semillas,
protegiendo los microorganismos frente a condiciones ambientales adversas y potenciando la eficacia
antifungica, incluso contra patdgenos como Rhizoctonia solani (Abdukerim et al., 2024; Korbecka-Glinka
et al., 2022).
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Para garantizar un uso eficaz de cualquier formulacion basada en biopolimeros, laimplementacion
de un sistema de administracién adecuado, constituye un factor clave para el manejo exitoso de las
enfermedades de las plantas (Prasad et al., 2020). En este sentido, estudios previos han demostrado que
el quitosano suprime el crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum hasta en un 70-90% in vitro (Onaran et al.,
2021), inhibe completamente el crecimiento de Colletotrichum capsici (Long et al., 2017) y reduce la
incidencia de Alternaria solani (Guo et al., 2006; Ramkissoon et al., 2016). Aunque formulaciones como el
Cu-quitosano han demostrado plena compatibilidad con T. harzianum (Sangeetha et al., 2025), su
aplicacion mediante recubrimiento puede reducir la viabilidad del hongo, lo que hace necesario incluirlo
en una capa protectora combinada con alginato de sodio (Szemruch et al., 2022). Si bien existen amplios
antecedentes a nivel global, en Argentina y la region sudamericana el uso conjunto de biopolimeros y
Trichoderma enfocado en el recubrimiento de semillas ha sido escasamente reportado. En la regién se ha
demostrado el éxito de la encapsulacién de Trichoderma en matrices poliméricas para preservar su
actividad biocontroladora frente a patégenos en cultivos como el cacao en Ecuador (Avilés et al., 2023) y
para mejorar su persistencia y actividad enzimatica en Brasil (Maruyama et al., 2020).

En consecuencia, el presente estudio tiene como objetivo evaluar in vitro el efecto antifungico del
quitosano y el alginato de sodio en formulaciones combinadas con T. harzianum, aplicadas como
recubrimiento de semillas de girasol. De este modo, se busca establecer una relacidon coherente entre la
caracterizacion de los patégenos y la validacion experimental de una estrategia integrada de biocontrol
basada en biopolimeros. Los resultados permitirdn determinar la contribucidn intrinseca de las
formulaciones combinadas de quitosano, alginato de sodio y T. harzianum, reforzando el potencial de los
biopolimeros como herramientas innovadoras para optimizar la eficacia de los tratamientos biolégicos.

Materiales y Métodos
Aislamiento

Durante la campafia 2024/2025, se procedié a la recoleccidon de tejidos vegetales con sintomas
evidentes, principalmente manchas necrdticas, en plantas de girasol ubicadas en el campus de la
Universidad Nacional de Lomas de Zamora (UNLZ) siguiendo los criterios de muestreo sintomatoldgico
descritos por Di Feo et al. (2025). El aislamiento y la purificacion de los hongos fitopatégenos se realizaron
siguiendo metodologias clasicas de fitopatologia (Agarwal y Sinclair, 1996). En el caso de Alternaria
helianthi (A. helianthi) y Colletotrichum spp., se empled un bisturi para recortar fragmentos de tejido
enfermo (aproximadamente 5 x 5 mm) del borde avanzado de las lesiones. Luego se procedié a la
desinfeccién sumergiéndolos en alcohol 70 % por 30 segundos, seguido de una solucién de hipoclorito de
sodio (NaClO) al 2 % y un triple enjuague con agua destilada estéril, protocolo ajustado para la obtencion
de cultivos axénicos segun Agarwal y Sinclair (1996). Finalmente, cada fragmento se transfirié a una caja
de Petri (90 x 15 mm) con medio agar papa glucosa (APG) y se incubd a 25 °C durante 7 dias. En el caso de
Agroathelia rolfsii (A. rolfsii) el micelio se obtuvo a partir de esclerocios desinfectados y sembrados en
APG en las cajas de Petri siguiendo la metodologia de Chandra Sekhar et al. (2020).
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Purificacion

Luego del periodo de incubacidn, los aislamientos fueron purificados mediante repiques sucesivos
desde el borde activo de la colonia. Para ello, se realizé un corte con bisturi estéril en la zona de
crecimiento activo, el cual se transfirid axénicamente a medio APG e incubd hasta su esporulacion
(aproximadamente 5-7 dias). En el caso de A. helianthi, se empleé ademas la técnica de dilucién para la
obtencién de cultivos monospdricos siguiendo los procedimientos descritos por French y Hebert (1982).
Este procedimiento se repitié 3 veces hasta obtener colonias uniformes, consideradas como cultivos
puros. Posteriormente, se realizd una identificacion presuntiva/morfolégica mediante la evaluacion de
caracteres macro y microscépicos. A nivel macroscépico se registraron caracteristicas distintivas (color,
margen, textura), mientras que a nivel microscopico se observaron estructuras vegetativas vy
reproductivas mediante preparados en fresco. Las caracteristicas diagndsticas consideradas para la
identificacidn se presentan en la Tabla 1 (Barnett y Hunter 1998, Chandra Sekhar et al., 2020, Vasava y
Gohel, 2024):

Tabla 1.

Principales caracteristicas de los patdégenos evaluados.

Caracteristica Alternaria helianthi Colletotrichum spp. Agroathelia rolfsii
Tipo de hifa Hifas septadas,' Plgmentadas Hifas septadas, hialinas Hifas septadas, hialinas
(dematiaceas)
Estructuras Conidicforos simples o Acérvulos con conidios y No forma conidios; produce

ramificados que producen

. setas oscuras esclerocios
conidios en cadena

reproductivas

Conidios multicelulares, con -
No presenta conidios;

- septos transversales y Conidios hialinos, . .
Conidios / esporas o . . e s estructuras de supervivencia:
longitudinales (muriformes), unicelulares, cilindricos .
. - esclerocios
con pico apical
Otras estructuras Cadenas de conidios y Setas oscuras emergiendo de Esclerocios esféricos o
diagndsticas pigmentacion oscura acérvulos irregulares

. Blanco algodonoso al inicio;
Color de colonia & !

. Oliva oscuro a negro Salmén luego con esclerocios marrén
(cultivo)
oscuro
Estructuras visibles Conidios muriformes en Conidios hialinos y setas en Hifas hialinas y esclerocios
en preparado fresco cadenas acérvulos jovenes

El patogeno Agroathelia rolfsii (citado frecuentemente en la literatura como Sclerotium rolfsii) fue
identificado por la formacion de esclerocios marréon oscuro (Kumar y Thakur, 2021). Se opté por la
nomenclatura de Agroathelia por ser la clasificacion actual, aunque se reconoce que la mayoria de los
antecedentes sobre biocontrol y biopolimeros para esta especie estan registrados bajo su nombre
anterior (Kumar y Thakur, 2021).
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Determinacion de la patogenicidad

Se sembraron semillas de girasol desinfectadas superficialmente en macetas con sustrato
esterilizado, mantenidas en camara de crecimiento a 25 °C con un fotoperiodo de 12 h luz/oscuridad. A
los 10 dias se realizo el raleo, dejando una planta por maceta. Para garantizar la precision en el momento
de la inoculacion, se definieron los estados fenoldgicos de las plantulas siguiendo la escala fenoldgica de
girasol (Schneiter y Miller, 1981). La inoculacion de A. rolfsii se efectué mediante la colocacion de discos
de micelio (0,5 cm) obtenidos de colonias en APG alrededor de las raices de plantulas de 15 dias. A.
helianthi se inoculé en plantas de 40 dias mediante pulverizacién de una suspensién de conidios (1 x 108
esporas ml™") sobre ambas caras de las hojas. En el caso de Colletotrichum spp. se practicé una herida en
la insercion foliar con aguja hipodérmica y se aplicaron 0,1 ml de suspensién conidial. En los ensayos con
A. helianthi y Colletotrichum spp., las plantas se cubrieron con polietileno para mantener humedad
relativa superior al 95 %. Los sintomas se evaluaron mediante la observacién de lesiones, pudricién basal
y marchitez. La evaluacion y posterior re-aislamiento del agente causal se realizaron con el propésito de
verificar los postulados de Koch y validar el inéculo, siguiendo los lineamientos metodoldgicos de Agarwal
y Sinclair (1996) y Vasava y Gohel, (2024).

Tratamientos

Se utilizé una formulacién comercial en polvo de T. harzianum (Th1-INTA) con 3,15 x 10° UFC/g en
una dosis de 3 g por kg de semillas. Asimismo, se emplearon dos biopolimeros: alginato de sodio y
quitosano de peso molecular medio ambos provenientes de Sigma Aldrich®. El alginato de sodio se utilizé
como agente adhesivo diluido en agua al 1,5 % (p/v). El quitosano se empled diluido en acido acético (1
% v/v) en una concentracion del 5 % (p/v). Para garantizar su esterilidad, previo a la realizacién de los
tratamientos, las semillas fueron autoclavadas a 120 °C por 20 minutos. Este procedimiento se realizé con
el fin de utilizar la semilla exclusivamente como una matriz portadora inerte (carrier), eliminando la
interferencia de otras variables como la viabilidad del embridn, las respuestas de defensa fisioldgicas de
la semilla viva y la interferencia de la microbiota epifita o enddfita nativa. De este modo, se garantizé un
sustrato organico estandarizado donde la reduccion o control del patégeno es atribuible Gnicamente a la
accion directa de los tratamientos evaluados, bajo un principio de exclusion bioldgica en bioensayos
(Agarwal y Sinclair, 1996; Arora et al., 2010; Cook y Baker, 1983).

Las sustancias se combinaron en las formulaciones y secuencias de recubrimiento segun los
tratamientos que se indican en la Tabla 2. El recubrimiento fue realizado colocando 40 ml de las soluciones
de manera progresiva sobre 300 g de semillas de girasol, mantenidas en rotacién continua durante 3 min,
con el objetivo de asegurar una distribucidon, adhesidn y absorcion homogéneas. En el tratamiento control
(T1), las semillas fueron tratadas con 40 ml de agua destilada estéril. El tratamiento con dos capas (T4)
requirio 30 minutos de secado entre ellas. Posteriormente, se efectué un secado de 24 h a temperatura
ambiente, tras lo cual las semillas se almacenaron en bolsas de papel a 10 °C.
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Tabla 2.

Tratamientos y secuencia de recubrimiento en semillas de girasol

Tratamiento Primer capa Segunda capa
T1 Control (agua destilada)
T2 Alginato de sodio + T. harzianum
T3 Quitosano al 5 %
T4 Quitosano al 5 % Alginato de sodio + T. harzianum

La eleccion de los tratamientos evaluados en este estudio constituye una primera aproximacion
experimental orientada especificamente a determinar el desempefio y la eficacia de formulaciones
biopoliméricas frente a patdgenos fungicos. El disefio priorizé la funcionalidad y viabilidad tecnoldgica del
sistema de biocontrol ya que investigaciones previas detectaron que el quitosano, aplicado en contacto
directo con T. harzianum, reduce la viabilidad de sus esporas (Szemruch et al., 2022; Szemruch et al.,
2024). En este contexto, la inclusion del alginato de sodio en las formulaciones combinadas (T2 y T4) es
fundamental, ya que actia como una pelicula protectora que aisla al agente de biocontrol del efecto
dafiino del quitosano (Szemruch et al., 2022). Bajo esta premisa, se omitieron tratamientos de interaccion
directa sin protecciéon para priorizar formulaciones tecnoldgicamente viables. Esta estrategia de
recubrimiento permite no solo mejorar la adherencia de los propagulos a la semilla, sino también
preservar su actividad enzimdtica y capacidad antagonista frente a los patégenos evaluados (Szemruch et
al., 2022; Szemruch et al., 2024).

Inhibicion flngica in vitro con semillas recubiertas

Para evaluar la eficacia directa de las formulaciones sobre el avance del patégeno se realizé un
ensayo de inhibicién in vitro modificado a partir de la metodologia descrita por Crovo y Clemente (2015).
De cada uno de los cultivos puros se extrajo un disco de 5 mm y se colocd en el centro de placas de 90 x
15 mm con medio APG. Alrededor de estos y en forma equidistante, se colocaron 5 semillas de girasol en
cada una de las placas. La distancia entre las semillas y el disco de patégeno dependid de la tasa de
crecimiento evaluada en un ensayo previo, siendo de 5,08; 18,0 y 8,18 mm d* para A. helianthi, A. rolfsii,
y Colletotrichum spp. respectivamente. Luego se incubaron a 25-28 °C. Para cada patégeno, se evaluo el
crecimiento mediante la medicion del radio de colonizacidon expresado en mm, cada 24 horas durante 11
dias desde la siembra. A partir de esos datos se calcularon las siguientes variables:

- Tasa de crecimiento: se calculd para cada una de las repeticiones a partir de la pendiente de larecta
de crecimiento lineal mediante el método de minimos cuadrados (Pollard, 1977) en el programa Excel,
utilizando la siguiente formula:
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Donde:

n = numero de observaciones
x = dias

y =radio

- Radio final: Crecimiento radial acumulado (expresado en mm) al undécimo dia de incubacidn,
momento que marco la finalizacion del ensayo y el limite del avance del patégeno hacia las semillas.

Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecié bajo un disefio completamente aleatorizado (DCA) con arreglo
factorial 4 (tratamientos) x 3 (patégenos), considerando cada placa de Petri como unidad experimental y
cuatro repeticiones por combinacién. Se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Las medias se compararon mediante la prueba de Tukey (a = 0,05) empleando el software
estadistico Navure Team 2023.

Resultados y discusion

Los aislamientos fungicos obtenidos a partir de plantas de girasol infectadas confirmaron su
capacidad patogénica al reproducir los sintomas caracteristicos en plantulas inoculadas artificialmente.
Habiendo cumplido los postulados de Koch, estas cepas purificadas (Alternaria helianthi; Agroathelia
rolfsii; Colletotrichum spp) fueron seleccionadas para los ensayos de inhibicion in vitro. Al enfrentar estos
patdgenos a las semillas recubiertas, la interaccion significativa patdgeno x tratamiento (p < 0,05) para
ambas variables analizadas indicé que la eficacia antifingica de las formulaciones evaluadas dependié del
patégeno considerado. Este comportamiento diferencial sugiere mecanismos de sensibilidad especificos
en cada especie fungica frente a los componentes de las formulaciones.

El analisis macroscopico de los enfrentamientos evidencidé que en las placas testigo todos los
patégenos: A. rolfsii (Figura 1.a), Colletotrichum spp. (Figura 1.c) y A. helianthi (Figura 1.e) crecieron sin
restricciones. En el tratamiento T4 (Quitosano 5% + Alginato 1.5% + T. harzianum); se observé en todos
los casos la emergencia y colonizacidon del biocontrolador desde las semillas, lo que resulté en una
limitacion del avance micelial de los patdgenos (Figuras 1.b, 1.d y 1.f). Esta inhibicidn visual es consistente
con la reduccion significativa de la tasa de crecimiento (Tabla 3) y el radio final (Tabla 4), lo que confirma
la capacidad de la matriz de biopolimeros para facilitar la accion antagonista del agente bioldgico.
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Figura 1.

Inhibicién fungica in vitro con semillas recubiertas

Nota: (a,c,e) Testigo T1 recubrimiento con agua destilada; (b,d,f) Tratamiento T4 compuesto por Quitosano 5%,
Alginato 1,5% + T harzianum. Las filas muestran los enfrentamientos correspondientes a los patégenos A. rolfsii
(a,b), Colletotrichum spp. (c,d) y A. helianthi (e,f).
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En A. rolfsii, los tratamientos que incluyeron alginato de sodio + T. harzianum (T2 y T4) redujeron
significativamente tanto la tasa de crecimiento como el radio final (Tablas 3 y 4). Esto sugiere que el efecto
inhibitorio estaria principalmente asociado a la actividad antagonista de T. harzianum posiblemente
mediante competencia por espacio y nutrientes o producciéon de metabolitos antifingicos. El quitosano
aplicado individualmente (T3) difiriéd del control en la tasa de crecimiento, pero no en el radio final
alcanzado (Tablas 3 y 4). En A. helianthi la ausencia del efecto inhibitorio del quitosano y el incremento
observado en el radio final (Tabla 4) bajo el tratamiento T3 podria indicar una baja sensibilidad de este
patégeno al biopolimero en las condiciones evaluadas. En contraste, la combinacion de alginato de sodio
con T. harzianum (T2 y T4) produjo una marcada reduccién del crecimiento (Tablas 3 y 4).

Tabla 3.

Tasa de crecimiento (mm/dia) para los tres patégenos evaluados

Patégeno Tratamiento Descripcion del Tratamiento Tasa de crecimiento (mm/d)
Control Agua destilada 14,13 +0.61 a
. T2 Alginato + T. harzianum 11,00+0.19¢
A. rolfsii
T3 Quitosano 5% 13,25+0.32b
T4 Quitosano 5% + Alginato 1.5% + T. harzianum 11,07 £0.24 ¢
Control Control (Agua) 3,31+0.32a
T2 Alginato + T. harzianum 2,23+0.23b
A. helianthi
T3 Quitosano 5% 3,75+0.13 a
T4 Quitosano 5% + Alginato 1.5% + T. harzianum 2,25+0.17 b
Control Control (Agua) 7,39+0.15a
T2 Alginato + T. harzianum 6,55+ 0.63 bc
Colletotrichum spp.
T3 Quitosano 5% 7,31+0.12 ab
T4 Quitosano 5% + Alginato 1.5% + T. harzianum 6,26 +0.38 ¢

Resultados del ANOVA para la interaccion: F = 12.68; p<0.0001; gl = 6. Letras distintas en las columnas indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey (a = 0,05)

En Colletotrichum spp., la respuesta fue diferencial segin la variable considerada. La tasa de
crecimiento (Tabla 3), se redujo Unicamente en T4 con respecto al control, mientras que T2 mostrd un
comportamiento intermedio y T3 no difirid del control. Sin embargo, al analizar el radio final (Tabla 4),
tanto T2 como T4 disminuyeron significativamente el crecimiento en comparacién con el control y T3.
Esta discrepancia entre variables sugiere que el efecto inhibitorio en este patégeno se manifiesta de
manera progresiva y resulta mas evidente al considerar el crecimiento acumulado. En este caso, la
formulacién combinada (T4) fue la que mostrd el efecto mas consistente.
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Tabla 4

Radio final de la colonia (mm) al dia 11 de medicién para los tres patégenos evaluados

Patégeno Tratamiento Descripcion del Tratamiento Radio Final (mm)
Control Agua destilada 85,00+ 0.00 a
. T2 Alginato + T. harzianum 55,88+ 0.75 b
A. rolfsii .
T3 Quitosano 5% 85,00 £0.00 a
T4 Quitosano 5 % + Alginato 1,5 % + T. harzianum 55,50+ 0.58 b
Control Control (Agua) 36,04+3.05b
i i T2 Alginato + T. harzianum 16,00+ 0.71 c
A. helianthi ]
T3 Quitosano 5% 41,52 +1.26 a
T4 Quitosano 5 % + Alginato 1,5 %+ T. harzianum 16,75 +0.87 ¢
Control Control (Agua) 76,04 +1.68 a
. T2 Alginato + T. harzianum 35,25+1.04b
Colletotrichum spp. .
T3 Quitosano 5 % 76,06 £ 1.68 a

T4 Quitosano 5 % + Alginato 1,5 % + T. harzianum 36,37 +1.11b
Resultados del ANOVA para la interaccion: F = 71.61; p < 0.0001; gl = 6. Letras distintas en las columnas indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey (a = 0,05)

El andlisis de los resultados revela una marcada eficacia de las formulaciones basadas en alginato
de sodio incorporando T. harzianum (T2 y T4) para inhibir el crecimiento de A. helianthi, A. rolfsii, y
Colletotrichum spp. Esta respuesta es consistente con lo reportado por Phuengsanthia et al. (2024),
qguienes demostraron que la encapsulacion de T. harzianum en alginato de sodio alcanza un porcentaje
de inhibicidn de hasta un 86,27 % contra diversos patdgenos. Aunque en este trabajo no se determinaron
los procesos fisioldgicos directos, la literatura sugiere que el éxito de esta combinacién podria explicarse
por los multiples mecanismos de accién descritos para el agente biolégico, tales como el micoparasitismo,
la antibiosis y la competencia por nutrientes y espacio (Vitti et al., 2022). En este sentido, la eficacia
observada en nuestro estudio se veria reforzada por la capacidad del alginato de sodio para actuar como
matriz protectora que favorece la supervivencia y la persistencia de los microorganismos de biocontrol
(Abdukerim et al., 2024). Tal como indican Avilés et al. (2023), Szemruch et al. (2022) y Maruyama et al.
(2020), la estabilidad de estas formulaciones poliméricas es fundamental, ya que permiten preservar la
viabilidad de las esporas y la actividad enzimatica del hongo antagonista frente a condiciones adversas,
permitiendo ademas una posible liberacién gradual de esporas (Chandrika et al., 2019), optimizando asi
el biocontrol observado in vitro

Por otro lado, los resultados obtenidos con el quitosano aplicado individualmente (T3) presentan
una discrepancia notable con respecto a la literatura consultada. Mientras que el quitosano no mostré un
efecto antifungico significativo en el presente estudio, autores como Sangeetha et al. (2025) reportaron
inhibiciones del 44,81 % contra S. rolfsii utilizando compuestos de Cu-quitosano. De igual manera, Onaran
et al. (2021) demostraron que diferentes tipos de quitosano inhiben fuertemente el crecimiento de S.
sclerotiorum y F. oxysporum. En concordancia, Zohara et al. (2019) y Long et al. (2017) empleando
quitosano hidrosoluble observaron una supresién drastica del crecimiento micelial en Phytophthora
capsici y Colletotrichum capsici, respectivamente. Incluso se ha reportado que derivados especificos del
guitosano, como las bases de Schiff de carboximetilquitosano, poseen una capacidad inhibitoria superior
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a la del quitosano puro frente a patégenos como F. oxysporum y A. solani (Guo et al., 2006). Turkan et al.,
(2023), utilizando una matriz de quitina y metilcelulosa con Trichoderma viride, lograron restringir
significativamente el crecimiento de patégenos como Colletotrichum spp. La falta de efectividad en el
presente estudio podria explicarse por variaciones en la fluidez de la membrana plasmatica del patégeno.
Segun Debnath et al. (2022), hongos con baja fluidez y acidos grasos saturados presentan resistencia
natural al quitosano, el cual requiere de una interaccién electrostdtica con cargas negativas para
permeabilizar la membrana y causar la muerte celular.

A pesar de los beneficios observados, persisten incégnitas respecto a la interaccién molecular en
estas formulaciones de biopolimeros. Entre ellas, la especificidad de la respuesta del huésped y del
patégeno ante diferentes matrices. Por ejemplo, mientras que el alginato de sodio es valorado por su
capacidad de liberacidn sostenida, el quitosano puede interferir en la percepcién de las seiiales de defensa
de la planta (Prasad et al., 2020) o reducir la viabilidad de las esporas de T. harzianum (Szemruch et al.,
2022). Ademas, es necesario considerar la pureza quimica y el grado de desacetilizacion que determinan
la efectividad del quitosano para actuar como biocida (Debnath et al., 2022). Por otro lado, si bien estos
resultados in vitro son prometedores, la persistencia y el comportamiento de estas formulaciones podrian
verse modificados en condiciones reales debido a las complejas dindmicas propias del suelo y la rizosfera.

Conclusiones

En las condiciones in vitro evaluadas, la combinacion de alginato de sodio y T. harzianum resulté
efectiva para inhibir el crecimiento micelial de A. helianthi, A. rolfsii, y Colletotrichum spp. El quitosano
individualmente aplicado mostré un efecto antifungico limitado y dependiente del patdgeno. La eficacia
de las formulaciones con estos biopolimeros no puede generalizarse entre especies, lo que resalta la
importancia de considerar la especificidad del patégeno en el disefio de futuros tratamientos de semillas.
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