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Resumen:

El cultivo de frutilla (Fragaria x ananassa Duchesne) es afectado por distintas
enfermedades que disminuyen el crecimiento de las plantas y comprometen el
rendimiento y calidad de la fruta. Entre ellas se pueden mencionar las
enfermedades fungicas que producen marchitamiento y podredumbre de la raiz
y cuello de las plantas causadas por el género Fusarium Link ex Grey. Las
enfermedades de las plantas causadas por este tipo de hongos se hallan entre
los factores mas importantes que aumentan las pérdidas y afectan los
rendimientos de los cultivos. Trichoderma spp. Person posee propiedades
micoparasitarias y antibioticas, por lo que algunas especies han sido
catalogadas como excelentes agentes de control biolégico de hongos
causantes de enfermedades en diferentes plantas. El siguiente proyecto se
propuso utilizar aislamientos de Trichoderma como biocontrolador, con los
objetivos de: i) Aislar y caracterizar cepas de Trichoderma spp. Persoon de
filoplano, rizoplano y rizosfera de plantas de frutilla; ii) Evaluar in vitro el efecto
antagonico de cepas de Trichoderma spp sobre el crecimiento y esporulacion
de Fusarium spp. Las pruebas in vitro se realizaron por triplicado y se
replicaron en tres oportunidades; como testigos se utilizaron cajas sembradas
en forma individual con el patégeno y Trichoderma. Para las pruebas in vivo, se
procedié a la inoculacién de plantas de frutilla contenidas en macetas. La
suspensién obtenida fue utilizada para regar las macetas (15 ml por maceta)
segun los siguientes tratamientos: i) Fusarium; ii) Trichoderma; iii) Fusarium +
Trichoderma; y iv) Agua destilada estéril (testigo). Los resultados obtenidos
reflejaron diferencias significativas (p<0,05) entre el crecimiento de Fusarium
en cultivo individual y en cultivo dual, resultando el antagonista eficiente en el
control del patégeno.

Palabras clave: Control Biolégico, Trichoderma, Fusarium, Frutilla

Abstract

The strawberry crop (Fragaria x ananassa Duchesne) is affected by different
diseases that slow down its growth and compromise the yield and quality of the
fruit. Among them we can mention the fungal diseases that cause wilting and
rotting of the root and neck of plants caused by the genus Fusarium Link ex
Grey. Plant diseases caused by these types of fungi are among the most
important factors that increase losses and affect crop yields. Trichoderma spp.
Person has mycoparasitic and antibiotic properties, which is why some species
have been classified as excellent biological control agents for fungi that cause
diseases in different plants. The following project proposes to use isolates of
Trichoderma as a biocontroller, with the objectives of: i) Isolating and
characterizing strains of Trichoderma spp. Phylloplane, rhizoplane and
rhizosphere persoon of strawberry plants; ii)) To evaluate in vitro the
antagonistic effect of Trichoderma spp strains on the growth and sporulation of
Fusarium spp. The in vitro tests were performed in triplicate and were replicated
three times; As controls, boxes planted individually with the pathogen and



Trichoderma were used. For in vivo tests, the strawberry plants contained in
pots were inoculated. The suspension obtained was used to water the pots (15
ml per pot) according to the following treatments: i) Fusarium; ii) Trichoderma;
iii) Fusarium + Trichoderma; and iv) Sterile distilled water (control). The results
obtained reflected significant differences (p<0.05) between the growth of
Fusarium in individual culture and in dual culture, resulting in an efficient
antagonist in the control of the pathogen.

Keywords: Biological Control, Trichoderma, Fusarium, Strawberry.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1. El cultivo de frutilla

La frutilla (Fragaria x ananassa Duchesne), pertenece a la familia de las
Roséceas y al género Fragaria; es producto del cruzamiento entre Fragaria
chiloensis L. y F. virginiana Duchesne; y es considerada una planta perenne,
aunque su potencial productivo sé6lo dura dos afios en nuestro pais. Es una
planta rastrera, su tallo es un pequefio rizoma que crece al ras del suelo y de
alli se originan estolones en cuyos extremos se forman plantulas idénticas a la
planta madre. Una corona representa al tallo de la planta que se observa
superficialmente, ésta lleva a las yemas tanto vegetativas como fructiferas y de
ellas nacen las hojas, las inflorescencias y las guias o estolones. Sus hojas
dispuestas de forma arrosetada, son trifoliadas, fuertemente aserradas, de
peciolo largo y ldmina de color verde intenso en su cara superior y pseudo-
pubescentes en su cara inferior, con una gran cantidad de estomas. Las flores
son de color blanco, ubicadas en inflorescencias largas pero generalmente mas
cortas que las hojas, siendo polinizadas por insectos y por el viento. El fruto
propiamente dicho es un aquenio (fruto agregado), y corresponde a las pepitas
gue van insertas sobre un receptaculo carnoso y ensanchado, que constituye la

parte comestible (Figura 1) (Caminiti, 2015).
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Figura 1: Organografia de la planta de frutilla. Fuente: Strand (1994)

Es un vegetal del tipo vivaz que puede vivir varios afos, sin embargo puede
durar de uno a dos afios en produccion en plantaciones de mayor edad donde
las plantas se muestran mas débiles, con bajo rendimiento y frutas de menor
calidad debido a wuna mayor incidencia de plagas y enfermedades,

especialmente virosis (Morales, 2017).

“Se cultivan en diferentes zonas del mundo, tropicales, subtropicales e incluso
en areas templadas. Ademas de su interés comercial, este cultivo es de gran
importancia social debido a la alta demanda de trabajadores requeridos para su
produccion y procesamiento en campo, en poscosecha y en la industria”
(Pedraza et al., 2010). En la actualidad, la frutilla debido a su alto contenido de

flavonoides, antocianinas y compuestos fendlicos, ademas del contenido



nutricional y el aporte de algunas vitaminas como la Ay C (Cao et al., 2011),
puede ser considerada como un producto nutracéutico, ampliando las
posibilidades comerciales que existen para este tipo de productos, que cada

dia aumentan en los mercados internacionales.

Por otra parte, este cultivo es altamente demandante de productos como
insecticidas, fungicidas y plaguicidas para lograr una aceptable produccion de
fruta. Requiere grandes cantidades de recursos renovables y no renovables
tales como: Un mulch que consiste en cubrir los surcos o camas, con algun
material plastico que impida que la fruta tenga contacto directo con el suelo,
impidiendo asi dafios y a su vez evitando el crecimiento de malezas. De igual
forma, requiere una cantidad considerable de agua para el establecimiento de
las plantaciones y depende de aplicaciones frecuentes de fertilizantes de

sintesis quimica, para aumentar su productividad (Pritts, 2002).

‘A nivel nacional, la frutilla es la fruta fina mas difundida, la de mayor
aceptacion por parte del consumidor argentino, con una demanda muy elastica
ya que su consumo esta fuertemente vinculado a la compra compulsiva,
denominada fruta “llamadora”, ya que el consumidor la ve y la quiere” (Caminiti,

2015).

En Argentina, se cultivan anualmente entre 1.000 y 1.400 hectareas que
producen entre 14.000 y 17.000 t/afio promedio, esta fruta se comercializa
fundamentalmente como fruta fresca (60-70%) y fruta para industria (30-40%)

en sus diversas formas de congelados y derivados para la industria alimenticia.

La primicia proviene del NOA, principalmente de la produccion de Lules,

Tucumén, siendo esta localidad el segundo productor nacional de frutillas.



Luego se encuentra la localidad de Tafi del Valle pero con menor concentracion
de produccion que Lules. En septiembre, la produccion de frutillas proviene de
Santa Fe, incluyendo Coronda, Arijon y Arocena. La localidad de Coronda es la
principal productora de frutillas del pais. Coronda y Lules conforman las dos
localidades més importantes para la produccion de frutilla por sus volumenes
producidos y por los momentos que ingresan al mercado y por lo tanto son
formadoras del precio de las frutillas en el mercado nacional. Por consiguiente,
las provincias del NOA, con Tucuman como la principal, el cinturon verde de la
Ciudad de Buenos Aires, Santa Fe, las provincias del NEA, principalmente
Corrientes y por ultimo, la regién de Cuyo, con el valle de Uco en Mendoza,

constituyen las principales zonas productoras del pais. (Caminiti, 2015)

Uno de los principales retos en el desarrollo del cultivo comercial de frutilla, e
incluso en la poscosecha del fruto, es el manejo de las enfermedades que en
su gran mayoria son de caracter fungoso; seguidas por algunos problemas

bacterianos, de nematodos y muy pocos ocasionados por Vvirus.

La frutilla es una especie altamente susceptible a patdgenos, algunos edaficos
como Phytophthora sp. Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Verticillum sp.

(Vestberg et al., 2004).

1.1. Patogenos fungicos que afectan el cultivo de frutilla

Los hongos son los principales agentes causales de pudriciones de cuello y
raices en las plantas de frutilla. Ellos forman parte de la microflora del suelo, y

su permanencia en él dependera de la capacidad de vivir en ausencia del
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hospedero. Todos estos organismos tienen una fase parasitaria que ocurre en
las raices de las plantas de frutilla, y una fase saprofitica que transcurre en la
materia organica, también tienen la particularidad de presentar estructuras de
resistencia como son los esclerocios, clamidosporas u oosporas, entre otras,
que les permiten permanecer en el suelo por muchos afios. Estos sirven de
in6culo para iniciar la infeccidén, la que ocurre en presencia de diversos
compuestos exudados por las raices de las plantas de frutilla, que estimulan su
germinaciéon produciendo hifas y su penetracion en la zona radical en forma
directa, o a través de heridas causadas por nematodos, insectos, herramientas
0 por la emision de raices secundarias. La diseminacion de todos estos
microorganismos ocurre por el agua de riego, los movimientos de suelo o por
plantas enfermas. La colonizacién de los tejidos se ve favorecida por la accion
de sustancias quimicas, producidas por los patdgenos. Condiciones de alta
humedad en los suelos facilitan la infeccion y propagacién de estos hongos en
plantas de frutilla. Ellos invaden los tejidos, causando obstruccion de los vasos
conductores provocando marchitez y a veces hasta la muerte. En los érganos
afectados, los hongos forman sus estructuras reproductivas que serviran de

fuente de indculo para infectar nuevas plantas (Morales, 2017).

Entre las enfermedades fangicas que afectan al cultivo de frutilla se destacan
las causadas por especies del género Fusarium. Las caracteristicas distintivas

de este género se describen en el siguiente item:

1.1.1. Fusarium Link

El género Fusarium fue definido por primera vez en la terminologia moderna

del sistema cientifico por Link en 1809. Johann Heinrich Friedrich Link fue un
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doctor, botanico, profesor universitario y cientifico natural aleman (1769 -1852)

(Biblioteca Nacional Alemana, s.f.)

“Un monje franciscano en México en el siglo XVI recogi6 los primeros datos
sobre el género Fusarium, basandose en las descripciones del pueblo Azteca
sobre la podredumbre del maiz causado por el hongo conocido ahora como

Fusarium verticillioides” (Casado del Castillo, 2017).

Fusarium presenta una clasificacion compleja. Su taxonomia ha sufrido
cambios a lo largo del ultimo siglo, y actualmente se encuentra incluido dentro
del grupo de hongos Ascomicetos, en la division Ascomycota, subdivision
Pezizomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Nectriaceae.
Esta subdividido en 16 secciones que agrupan aproximadamente a 150
especies filogenéticamente diferentes bien caracterizadas y aceptadas por los

taxonomos (Seifert y Levesque, 2004).

Dentro de los hongos fitopatégenos, es uno de los géneros mas importantes
que comprende un grupo extenso y heterogéneo de hongos filamentosos
ampliamente distribuidos en suelos tanto no disturbados como cultivados.
Viven de forma saprofitica en el suelo, obteniendo los nutrientes necesarios
para su supervivencia a partir de materia organica muerta o detritos
desechados por otros seres vivos. Muchos de ellos tienen la capacidad de
colonizar gran variedad de hospedadores vegetales mediante diferentes
estrategias de infeccion, provocando en ellos la enfermedad conocida como
fusariosis, y precisamente por esta capacidad son considerados hongos
fitopatégenos (Desjardins, 2003; Di Pietro et al., 2003; Goswami y Kistler,

2004).
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Las especies del género forman esporas pluricelulares en forma de
macroconidios (Figura 2). Estos son muy caracteristicos: son fusiformes,
hialinos, alargados, curvados y septados, y se forman, en la mayoria de las
especies, en una estructura especializada denominada esporodoquio. La forma
mas o menos curvada, el grosor de la zona central de la espora, y la forma y
tamafio de las células apicales y basales de los macroconidios se consideran
caracteres distintivos de cada especie. Algunas especies del género tienen la
capacidad de producir esporas en forma de microconidios (Figura 3) de un
tamafio menor que el que presentan los macroconidios, con una o dos células;
y aungue generalmente no son septados, en algunos casos pueden presentar
de 1 a 2 septos. La forma de los microconidios es variable (arriionada,
ovalada, ovoidal, etc.), pudiendo encontrarse diferentes formas dentro de un

mismo cultivo (Leslie y Summerell, 2006).

Figura 2: Macroconidios del género Fusarium. Fuente: Gilardino (2019)
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Figura 3: Microconidios del género Fusarium. Fuente: Gilardino (2019)

En algunas especies se ha observado también la produccion de formas de
resistencia denominadas clamidosporas (Figura 4). Presentan una o dos
células, tienen forma esférica y su pared estd engrosada. Su formacién
requiere de un tiempo prolongado (mas de seis semanas desde el inicio del
cultivo) y no suelen producirse en un numero elevado (Leslie y Summerell,

2006).

Figura 4. Clamidosporas y micelio de Fusarium. Fuente: Koike (2013)
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Una caracteristica importante del género Fusarium es la variabilidad en cuanto
a su capacidad de reproduccion sexual, conociéndose especies teleomorficas o
de reproduccion sexual conocida, y especies anamoérficas, agamicas o de

reproduccion sexual desconocida.

“‘Como otros fitopatdbgenos, este hongo emplea diversas estrategias de
infeccion, asi también, la especificidad del hospedero depende de cada especie
de Fusarium. El hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio o como
esporas en ausencia de sus anfitriones, y si se encuentra cerca una planta
hospedera, la infeccidon puede iniciar en las raices, en partes de la planta por
encima del suelo, a través del aire o el agua” (Ma et al., 2013). “Para que la
infeccion se logre con éxito, la interaccion entre hongo—planta responde a un
proceso donde se deben movilizar diferentes conjuntos de genes para la
sefalizacion temprana del hospedero, la adhesion a la superficie de éste, la
descomposicion enzimatica de barreras fisicas, la defensa contra los
compuestos antifungicos del anfitrion, y la inactivacion y la muerte de las

células huésped por las micotoxinas segregadas”. (Agrios, 2005).

Las especies de Fusarium causantes de marchitez siguen un patron similar de
infeccion; penetran por la raiz y colonizan el tallo de las plantas el sistema
vascular. Sin embargo, la colonizacion se restringe en cultivares tanto
resistentes como susceptibles, a la region de entrada inicial del patdgeno,
debido a la oclusién de los vasos por geles, deposiciones de calosa y tilosas.
En los cultivares susceptibles la colonizacion continla en una distribucién
secundaria cuando los geles y calosas son degradados por el efecto de
enzimas pectoliticas del patégeno y el crecimiento de las tilosas es inhibido

(Gonzaélez et al., 2012).
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En frutilla la infeccion debida a Fusarium causa podredumbre de corona (Figura

5) y muerte de plantas (Figura 6).

Figura 5. Podredumbre de la corona causada por la infeccién con Fusarium. Foto:
Sandoval (2016).

Figura 6. Muerte de plantas de frutilla causada por la infeccion con Fusarium. Fuente:
Koike (2013).
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La enfermedad causada por Fusarium en frutilla incluye los siguientes
sintomas: en la parte aérea: marchitez de follaje, disminucion del crecimiento y
muerte de las hojas viejas. Cuando se parte la corona de la planta infectada los
tejidos vasculares y de la corteza presentan una coloracion marrén oscuro a
marrén anaranjado. La severidad de la enfermedad se incrementa cuando la
planta infectada sufre distintos tipos de estrés: hidrico, térmico, suelos pesados

o0 alta produccién de frutos. (Koike y Bolda, 2013)

El control de Fusarium, al igual que sucede con otros organismos fitopatégenos
del suelo es de los mas dificiles de lograr. En tal sentido, se han desarrollado
distintas estrategias que incluyen practicas culturales, control biolégico y control
quimico, “siendo este ultimo el mas utilizado por ser econémico y eficaz, en
comparacién con otras medidas” (Rubio et al., 2008). Las enfermedades de las
plantas causadas por este tipo de hongos se hallan entre los factores mas
importantes que aumentan las pérdidas y afectan los rendimientos de los

cultivos.

1.2. Control bioldgico

El control biolégico fue originalmente definido como "la accion de parasitos,
depredadores o patégenos que mantienen poblaciones de otros organismos a
un nivel mas bajo de lo que pudiera ocurrir en su ausencia" (DeBach, 1977). El
control biologico se distingue de otras formas de control de plagas por actuar
de una manera denso dependiente, esto es, los enemigos naturales se
incrementan y destruyen una gran porcion de la poblacion cuando la densidad
de esta poblacion se incrementa (DeBach y Rosen, 1991). “Este fenémeno

natural de regulacién de plagas manejado por el ser humano a través del realce
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de la intervenciéon de agentes de control bioldgico, plantas y herbivoros provisto
de bases ecoldgicas se dio a conocer en la década de los 70, como Manejo

Integrado de Plagas (MIP)” (Van des Boshch et al., 1982).

Entre las especies mas ampliamente estudiadas y aplicadas como agentes de
control biologico, se encuentran las del género Trichoderma, debido a su eficaz
control, capacidad reproductiva, plasticidad ecolégica, efecto estimulante sobre
los cultivos y recientemente se detectd su accion como inductor de resistencia

sistémica en la planta a diferentes patdgenos. (Infante et al., 2009).

1.2.1. Trichoderma Persoon

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794. El género incluye
especies de hongos saprofitos del suelo y la madera, de crecimiento muy

rapido (Villegas, 2008).

Las especies de este género se encuentran ampliamente distribuidas por todas
las latitudes, y se presentan naturalmente en diferentes ambientes,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos

vegetales en descomposicion (Martinez et al., 2013).

Trichoderma predomina en ecosistemas terrestres (bosques o suelos
agricolas), tiene bajo requerimiento nutrimental pero relativamente amplio
rango de temperatura (25-30°C) para su crecimiento (Sandle, 2014). Ademas,
poseen alta adaptabilidad a condiciones ecolégicas y pueden crecer de manera
saprofitica, interactian con animales y plantas (Zeilinger et al., 2016), y se
desarrollan en diversos sustratos, lo cual facilita su produccion masiva para uso

en la agricultura (Ramos et al., 2008).
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Diversas especies de este género estan asociadas con la rizosfera de plantas o
pueden relacionarse de manera endofitica, por lo que pueden promover el
crecimiento y desarrollo de las plantas, mediante la produccién de auxinas y
giberelinas; también pueden producir acidos orgénicos (gluconico, fumérico, y
citrico) que pueden disminuir el pH del suelo y propiciar la solubilizacion de
fosfatos, magnesio, hierro y manganeso, los cuales son vitales para el

metabolismo vegetal (Torres-De la Cruz et al., 2015; Sharma et al., 2017).

Trichoderma, es también importante para las plantas, al contribuir en el control
de hongos fitopatbgenos, ya que posee propiedades micoparasitarias y
antibioticas, por lo que algunas especies han sido catalogadas como
excelentes agentes de control biol6gico de hongos causantes de enfermedades
en diferentes plantas (Argumedo-Delira et al., 2009). Este hongo toma
nutrientes de los hongos que parasita y de materiales organicos, ayudando a
su descomposicion, por lo cual las incorporaciones de materia organica y

compostas favorecen su proliferacién (Ramos et al., 2008).

Segun Fernandez (2004), el género Trichoderma es un excelente modelo para
ser estudiado debido a su facil aislamiento y cultivo, rapido desarrollo en varios
sustratos y por su condicién de controlador biol6gico de una amplia gama de

fitopatégenos.

Su taxonomia es la que sigue: reino: Fungi; divisibn: Mycota; subdivision:
Eumycota; clase: Hyphomycetes; orden: Moniliales; familia: Moniliaceae;

género: Trichoderma (Villegas, 2005).
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La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco
(Figura 7), que se tornan a verde oscuro o amarillento (Figura 8), con
esporulacion densa (Rifai, 1969). El micelio es ralo en su mayoria, y visto al
microscopio es fino, los conidi6foros son ramificados, parecen un arbol
pequefio (Figura 9). Los mismos se presentan como penachos compactados
gue forman anillos con un sistema de ramas irregular de manera piramidal.
Estos terminan en fialides donde se forman las esporas asexuales o conidios,
de gran importancia para la identificacion taxondémica a nivel de especies. Los
conidios aseguran las generaciones del hongo durante gran parte del periodo
vegetativo de las plantas (Rifai, 1969). Son haploides y su pared esta
compuesta por quitina y glucanos (Harman, 2004). Ademas de los conidio6foros,
los conidios se pueden producir sobre fidlides que emergen directamente del

micelio.

Figura 7. Colonia joven de Trichoderma sobre medio agar papa glucosado. Fuente:
Rafart (2019).
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Figura 8. Colonia madura de Trichoderma desarrollada sobre explantos de hoja de
frutilla. Fuente: Gilardino (2019).

Figura 9. Conidioforos y conidios de Trichoderma (400X). Fuente: Gilardino (2019).

La mayoria de las especies de Trichoderma presentan clamidosporas
intercalares y en ocasiones terminales. Las clamidosporas toleran condiciones
ambientales adversas, son estructuras de sobrevivencia y permiten que el

hongo pueda perdurar a través del tiempo (Stefanova et al., 1999).
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En su accion biocontroladora, “se han descrito diferentes mecanismos de
accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatdgenos dianas. Esto
mecanismos incluyen la competencia por espacio Yy nutrientes, el
micoparasitismo y la antibiosis, los que tienen una accion directa frente al
hongo fitopatégeno” (Lorenzo, 2001). Estos mecanismos se ven favorecidos
por la habilidad de los aislamientos de Trichoderma para colonizar la rizésfera
de las plantas. Otros autores han sugerido distintos mecanismos responsables
de su actividad biocontroladora, que incluyen, ademas de los mencionados, la
secrecion de enzimas y la produccion de compuestos inhibidores (Haram et al.,

1999, Zimand et al., 1996).

El micoparasitismo es definidlo como una simbiosis antaglnica entre
organismos, en el que generalmente estan implicadas enzimas extracelulares
tales como quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la composicion y
estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados (Diaz, 1994;
Lorito et al., 1996, Melgarejo et al., 1989; Ulloa, 1996). Las especies de
Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo crecen quimiotropicamente
hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas
frecuentemente y las penetran en ocasiones. Durante el proceso de
micoparasitismo, Trichoderma secreta enzimas que hidrolizan la pared celular
de los hongos que parasita, siendo las mas conocidas las proteasas, las
quitinasas y las glucanasas (Marcello et al., 2010; Garcia-Espejo et al., 2016), y
provocan la retraccién de la membrana plasmatica y la desorganizacion del
citoplasma. También inhiben la germinacion de esporas y la elongaciéon del
tubo germinativo (Romero-Cortes et al., 2016). La degradacion de las paredes

celulares del hospedante se observa en los estados tardios del proceso
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parasitico (Carsolio et al., 1999), que conlleva al debilitamiento casi total del

fitopatdégeno.

Ademas, “se conoce que presenta otros mecanismos, cuya accion
biorreguladora es de forma indirecta. Entre estos se pueden mencionar los que
inducen mecanismos de defensa fisiolégicos y bioquimicos como es la
activacion en la planta de compuestos relacionados con la resistencia
(Induccién de Resistencia), con la detoxificacion de toxinas excretadas por
patégenos y la desactivacion de enzimas de estos durante el proceso de
infeccion; la solubilizacién de elementos nutritivos, que en su forma original no
son accesibles para las plantas. Tienen la capacidad, ademas, de crear un
ambiente favorable al desarrollo radical lo que aumenta la tolerancia de la

planta al estrés” (Harman, 2004).

La presencia de Trichoderma en suelos agricolas y naturales en todo el mundo
es una evidencia, de que es un excelente competidor por espacio y recursos
nutricionales (Hjeljord y Tronsmo, 1998), y de su plasticidad ecolbgica
(Martinez et al., 2013). La competencia por nutrientes de Trichoderma, es
principalmente por carbono, nitrato e hierro (Sivan y Chet, 1986). De forma
general, entre las cualidades que favorecen la competencia de este antagonista
se encuentra, la alta velocidad de crecimiento que posee gran parte de sus
aislamientos y la secrecion de metabolitos de diferente naturaleza, que frenan o
eliminan a los competidores en el microambiente. Este modo de accion influye
en “bloquear el paso” al patdgeno y resulta importante para la diseminacion del

antagonista. (Martinez et al., 2013).
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Trichoderma esta biol6égicamente adaptado para una colonizacion agresiva de
los sustratos y en condiciones adversas para sobrevivir, fundamentalmente, en
forma de clamidosporas. La alta velocidad de crecimiento, abundante
esporulacion y la amplia gama de sustratos sobre los que puede crecer, debido
a la riqueza de enzimas que posee, hacen que sea muy eficiente como
saprofito y ain mas como agente de control biolégico (Hjeljord et al., 1998;

Pérez et al., 2013).

1.2.2. Antecedentes acerca de la utilizaciéon de control biolégico para el

manejo de enfermedades

La accion de Trichoderma como micoparasito natural fue demostrada por
Weindling en 1932, y su utilizacién en experimentos de control biolégico se
implemento a partir de 1970, cuando se incrementaron los estudios de campo

para su uso en cultivos de hortalizas y ornamentales (Hurnby, 1990).

Trichoderma esta entre los agentes de control biolégico mas exitosos en la
agricultura, formando parte de méas del 60% de los biofungicidas registrados en
el mundo. Este microorganismo est4d presente en el mercado como
bioplaguicida, biofertilizante, promotor del rendimiento y crecimiento vegetal, y
como solubilizador de nutrientes en campos agricolas o descomponedor de
materia organica (Vinale et al., 2008; Charoenrak y Chamswarng, 2016).
Trichoderma se produce en formulaciones solidas y liquidas con inoculo viable
(hifas, clamidosporas y conidias) para usarlo como agente de biocontrol
(Cumagun, 2014). “Ambas formulaciones requieren el secado para obtener un
producto estable con prolongada vida de anaquel; asi, el secado por aspersion

es el mas utilizado a escala industrial por su bajo costo y eficiencia (Morgan et
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al., 2006). La mayoria de estos bioformulados se preparan a base de las
especies T. viride, T. virens, y en mayor proporcion T. harzianum” (Vargas-

Hoyos y Gilchrist-Ramelli, 2015).

Para asegurar el éxito de Trichoderma como biocontrolador, éste debe ser
inmovilizado en ciertos portadores, y preparado en formulaciones de facil
aplicacion, almacenamiento, comercializacién y aplicacion en campo. Algunas
formulaciones comerciales de este microorganismo corresponden a talcos,
vermiculita-salvado de trigo, granulos de pesta (masa cohesiva hecha de harina
de trigo, rellenos y otros aditivos que contienen al hongo), cascara de café,
aceite vegetal o mineral, y desechos de banano (Musa paradisiaca) (Kumar et

al., 2014).

“Diversos investigadores han encontrado que algunas especies de Trichoderma
y de Gliocladium tienen una gran actividad antagonistas sobre hongos
productores de esclerocios como Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii y
Rhizoctonia solani, causando una disminucion importante de las enfermedades
gque ocacionan (Merriman, 1976; Papavizas, 1985; Chet, 1987). Se han
utilizado cepas comerciales como biofungicidas en un amplio rango de
situaciones, incluyendo la prevencién y el control de enfermedades en plantas.
Entre algunos de los patdogenos que se controlan con este hongo se
encuentran Alternaria, Botrytis, Didymella, Fusarium, Pythium, Phytophthora,

Rhizoctonia y Sclerotinia” (Helyer et al., 2014).
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1.2.3. Antecedentes acerca de la utilizacién de técnicas de control

bioldgico en el cultivo de frutilla

“Distintos autores evaluaron la eficiencia de antagonistas fangicos vy
bacterianos como promotores del crecimiento en plantines de frutilla en
invernaculo, aplicados por inmersion de raices antes del trasplante. Se
observaron diferencias significativas entre las cepas de Trichoderma y Bacillus
y el fertilizante quimico en peso fresco y seco de las raices” (Sobero et al.,

2006).

Sobero Rojo et al. (2006), mostraron que la aspersion de plantas con
suspensiones de Trichoderma disminuyo la incidencia de pudricion de frutos

por Botrytis cinérea en un cultivo de frutilla en la provincia de Buenos Aires.

En Tucuman, se realizaron varios estudios de control de la antracnosis de la
frutilla causada por Colletotrichum acutatum. Salazar et al. (2007) observaron
que la cepa avirulenta de C. fragariae F7 crecio sobre las plantas sin ocasionar
sintomas y en laboratorio no mostré antagonismo frente al patégeno. Ello
permitio inferir que desencadena una respuesta de defensa contra C. acutatum,
luego confirmada por la deteccion de una respuesta oxidativa dentro de las 4
horas de la inoculacion con F7 y alteraciones anatémicas asociadas con
mecanismos de defensa hasta 50 dias. La respuesta de resistencia a la

infeccion seria elicitada por compuestos difusibles producidos por F7.

En Corrientes, Lovato Echeverria (2009) obtuvo una coleccién de aislamientos
de Trichoderma de hojas, flores y rizosfera de plantas sanas de frutilla y evalué
su potencial antagonico in vitro contra Botrytis cinerea. Como resultado,

encontro diferencias en la disminucion del crecimiento del patdgeno. Todos los
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aislamientos de Trichoderma presentaron formacién de clamidosporas y

micoparasitismo y algunos, antibiosis, destacandose tres de ellos.

Martinengo de Mitidieri (1996) detectd antagonismo contra Pythium,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotinia
minor utilizando las cepas de Trichoderma T473, T643 y T668, seleccionadas
entre 1.200 aislamientos por su comportamiento en laboratorio, invernaculo y
campo sobre tomate, pimiento, lechuga y frutilla. Ninguna de las tres cepas
afect6 el desarrollo vegetal y en algunos casos indujeron el crecimiento de las

plantas.

1.3. Situacion problema

El control de los organismos fitopatdgenos del suelo como es el caso de
Fusarium, es de los mas dificiles de lograr; para ello se han desarrollado

practicas culturales, control biolégico y control quimico (Rubio et al., 2008).

En frutilla, la mayor parte de las estrategias de control utilizadas hasta el
momento, tanto en cultivo como en poscosecha, se han basado en el empleo
de fungicidas sintéticos. Sin embargo, estas practicas son cada vez menos
recomendables y estdn mas restringidas debido a los problemas de
contaminacion ambiental y por representar un potencial riesgo para la salud
humana, ademas de la aparicion de cepas del patogeno, resistentes a los
fungicidas utilizados (Benito et al, 2000). En la busqueda de alternativas
naturales para el control de pudriciones en pre y postcosecha se ha valorado el

empleo del control biologico (Guédez et al, 2008)
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En este contexto, el presente proyecto se propuso evaluar el efecto de la
utilizacion de Trichoderma como agente de control biol6gico del marchitamiento

y podredumbre causados por Fusarium en el cultivo de frutilla.

1.4. Objetivos

i) Aislar y caracterizar cepas de Trichoderma spp. Persoon a partir de

filoplano, rizoplano y rizésfera de plantas de frutilla;

i) Evaluar in vitro e in vivo el efecto antagénico de cepas de Trichoderma

spp sobre el crecimiento y esporulacién de Fusarium spp.;

1.5. Hipotesis

Los aislamientos de Trichoderma spp. obtenidos a partir de suelo, rizosfera y
tejidos vegetales rizoplano de plantas de frutilla (Fragaria x ananassa
Duchesne) pueden actuar como agentes de biocontrol frente al patégeno

Fusarium spp.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Materiales utilizados

Antagonistas: Aislamientos de Trichoderma spp obtenidos a partir de rizésfera
y tejidos vegetales de plantas de frutilla en produccion en lotes pertenecientes
a la Asociacion 1610, de Florencio Varela, provincia de Buenos Aires. Los
aislamientos se conservaron mediante transferencias peridédicas a medio de
cultivo agar papa glucosado (APG 2%) y agar extracto de malta, incubandolas

siete 0 mas dias a 26° C de temperatura y 16 horas de fotoperiodo.

Patégeno: Aislamientos de Fusarium spp obtenidos a partir de tejidos
vegetales de plantas de frutila con sintomas de podredumbre vy
marchitamiento. Estas plantas se encontraban en produccién en lotes
pertenecientes a la Asociacion 1610, de Florencio Varela, provincia de Buenos
Aires, cultivadas en APG (2%), y conservados por transferencias periodicas a
medio de cultivo fresco e incubados a 26° C de temperatura y 16 horas de

fotoperiodo.

A continuacién se detalla la metodologia seguida en funcién de los objetivos

especificos planteados:

Primer objetivo: Aislar y caracterizar cepas de Trichoderma spp. Persoon a

partir de filoplano, rizoplano y rizosfera de plantas de frutilla.

Aislamiento de cepas de Trichoderma spp. Se siguieron los siguientes

meétodos: i) Tejidos vegetales de acuerdo a la técnica descrita por Sleesman y
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Leben (1976); vy, ii) Rizoplano y rizésfera. Cada muestra fue subdividida en
secciones de tamafio adecuado y desinfectada con hipoclorito de Na al 2 %
(v/v) durante tres a cinco minutos (dependiendo de la consistencia del material)
y enjuagada tres veces con agua destilada estéril; eliminando el exceso de
humedad por secado con papel de filtro esterilizado. El material fue sembrado
(por triplicado) en placas de Petri con APG (2 %) (Figura 8). En el caso de
rizosfera, cada muestra consistiéo en 100 gr de suelo (del area inmediatamente
cercana a la raiz), homogeneizada por agitacion. Por particion se obtuvieron
submuestras de un gramo, con las que se realizaron diluciones sucesivas en
agua peptona (1% p/v). Con 0,001 ml de la dilucién 102 se procedié a la
siembra de placas con APG (2 %). En todos los casos las condiciones de
incubacion fueron las siguientes: 8 dias en condiciones de luz y temperatura

ambiente.

Para la identificacion de colonias desarrolladas en placas, se recurrié a la
observacion de caracteres macro y microscopicos de las mismas. Esta
informacion fue contrastada con la existente en claves taxondémicas apropiadas

(Rifai, 1969; Samuels, 2006; Samaniego, 2018).

Las colonias positivamente identificadas como Trichoderma spp (Figura 10),
fueron transferidas a placas con APG (2%) utilizando la técnica de “siembra de

extremo de hifa”.
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Figura 10. Colonia de Trichoderma en medio de cultivo APG

Segundo objetivo: Evaluar in vitro e in vivo el efecto antagénico de cepas de

Trichoderma spp sobre el crecimiento y esporulacion de Fusarium spp.

Pruebas in vitro

Para la deteccién de capacidad inhibitoria del crecimiento del patégeno en
laboratorio se utilizé la técnica del cultivo dual. Para lo cual se procedi6 a
sembrar en el centro de cajas de Petri con medio APG (2%) una seccion de 0,5
cm de un cultivo puro del patégeno (en APG 2%), enfrentada a una seccion de
igual tamafo del aislamiento de Trichoderma, con una distancia entre ambos
de 4 cm. Las placas (envueltas en papel film transparente) fueron incubadas
durante 7 dias a 26° C. Una vez incubadas se evaluo el grado de antagonismo

utilizando la escala de Bell et al. (1982) (Tabla 1) (CET, 2004).

Tabla 1. Escala de clases de antagonismo.

Clases Descripcién
1 Trichoderma crece completamente sobre la colonia del
patdégeno y cubre la superficie del medio de cultivo
2 Trichoderma crece al menos sobre dos terceras partes de la
superficie del medio de cultivo
3 Trichoderma y el patégeno cubren aproximadamente la mitad
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de la superficie del medio de cultivo

4 El patdgeno crece al menos en las dos terceras partes del
medio de cultivo limitando el crecimiento de Trichoderma
5 El patégeno crece sobre la colonia de Trichoderma ocupando

toda la superficie del medio de cultivo

Durante las pruebas, se midi6, ademas, el didmetro de las colonias del
patégeno y del antagonista en cultivo dual e individual (Véase Anexo 1). Con
los datos obtenidos se realizd6 un ANOVA utilizando el programa

Vassarstats.net

Las pruebas se realizaron por triplicado y se replicaron en tres oportunidades;
como testigos se utilizaron cajas sembradas en forma individual con el
patdogeno y Trichoderma. Se utiliz6 una cepa del antagonista seleccionada
segun caracteres morfolégicos detallados en el item precedente, y una cepa de

Fusarium seleccionada por el grado de sintomas observado en el campo.

Pruebas in vivo en invernaculo

Para las pruebas in vivo, realizadas en el invernaculo de la FCA (sede bosque),
se procedid a la inoculacion de plantas de frutilla contenidas en macetas
(Figura 11). Para la preparacion del indculo se partié de cultivos puros sobre
medio APG del antagonista y del patégeno. Los cultivos en placas de Petri
fueron cubiertos con agua destilada estéril y desleidos con ayuda de una
espatula esterilizada. La suspension obtenida fue utilizada para regar las

macetas (15 ml por maceta) segun los siguientes tratamientos: i) Fusarium; ii)

Trichoderma; iii) Fusarium + Trichoderma; y iv) Agua destilada estéril (testigo).
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Figura 11. Plantas de frutilla utilizadas en las pruebas in vivo

Se realizaron cinco repeticiones (una maceta por repeticion). Las plantas
fueron observadas dos veces por semana, durante tres meses, para detectar la
aparicion de sintomas. Pasados los tres meses de iniciado el ensayo, se
descalzaron las plantas. En el laboratorio se procedio al lavado de raices y a la
separacion de la parte aérea y de las raices de cada una de las plantas para su
posterior pesado y determinacion del peso fresco de raices (Véase datos en
Anexo). Por otra parte, se obtuvo una muestra de suelo contenida en cada
maceta. A partir de cada muestra (100 gr) se obtuvo una submuestra de un
gramo. Esta muestra fue suspendida en 9 ml de agua destilada estéril y una
vez agitada se prepararon diluciones sucesivas hasta obtener la dilucién 10-3.
Con esta ultima dilucion se sembré un 1 ml en placas de Petri con medio APG.
Las placas fueron incubadas durante 8 dias a temperatura ambiente. Luego de

la incubacién se procedié a la identificacion y recuento de las colonias
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desarrolladas. La siembra de suelo antes detallada se realizé con el propdésito

de confirmar la presencia del antagonista y/o del patégeno (calidad del indculo)

Se utilizé un disefio en bloques completamente aleatorizado y, con los datos

obtenidos se realizé un ANOVA utilizando el programa Vassarstats.net
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados en funcion de los objetivos

planteados:
3.1. Primer objetivo

)] Aislar y caracterizar cepas de Trichoderma spp. Persoon a partir de

filoplano, rizoplano y rizésfera de plantas de frutilla.

Se aislaron cuatro cepas de Trichoderma spp (Figura 12), dos procedentes de
filoplano y dos procedentes de rizoplano de plantas de frutilla. La
caracterizacion realizada en base a caracteres macroscopicos (cobertura
miceliar, desarrollo de circulos concéntricos y/o penachos, color y forma de la
colonia) y microscépicos (clamidosporas, aspecto de conidios y conidiéforos)
(Figura 13) mostraron que las cuatro cepas presentaban diferencia en uno o

mas caracteres
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Figura 12. Cepas de Trichoderma spp. aisladas durante las pruebas.

Figura 13. Estructuras de Trichoderma (40X) observadas: conidi6foros (cd); fialides
(fi); conidios (ci); clamidosporas (cl).

Las dos cepas procedentes de filoplano se caracterizaron por una alta
produccion de clamidosporas intercalares y la formacion de conidios agrupados
en penachos; y se diferenciaron en la formacion de anillos concéntricos y la
pigmentacién conidial: verde oscuro en una de la cepas y verde claro en la
restante. Mientras que, las dos cepas procedentes de rizoplano no formaron
anillos concéntricos, presentaron escasa pigmentacion conidial y escaso
desarrollo micelial. Las diferencias entre ambas cepas se debieron a la rapida
formacion de conidios y la morfologia de los mismos: ovoides, de paredes lisas,
dispuestos en roseta y rapida esporulacion en una cepa y globosos con pared

levemente reticulada en otra cepa.

A partir de estos datos se selecciond la cepa procedente de rizoplano que
mostré rapida formacion de conidios ovoides dispuestos en roseta. La
velocidad de formacién de colonias y su agrupamiento en forma de penachos

son caracteristicas ampliamente citadas en la bibliografia como favorables en
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el control bioldgico (Guedez et al., 2009). En tal sentido, los conidios al
germinar rdpidamente y colonizar tanto estructuras del patégeno como del

hospedante contribuyen al manejo de patégeno fungosos (Agamez et al., 2008)

Ademas, la busqueda de un tipo determinado de estructura fungica esta
orientada por el patdgeno objeto de control bioldgico. Por ejemplo, en
patébgenos que causan enfermedades como el damping off (de pre y pos
emergencia) las hifas de Trichoderma pueden competir de manera eficaz con
otros microorganismos patégenos o saprofitos, en la colonizacién de las
raicillas de las plantulas debido a que las esporas del antagonista se
encuentran en forma quiescente, y por lo tanto inactivas frente al patégeno. Por
otra parte, cuando el patégeno afecta raices y otros Organos de plantas
adultas, como es el caso de Fusarium, los conidios y clamidosporas pueden
germinar y crecer sobre estos (Sandoval y Noelting, 2011). Los conidios son,
ademas, los propagulos mas viables (Agamez et al., 2008). Adicionalmente, la
cepa de Trichoderma seleccionada es nativa (también denominado autéctona o
residente) del sistema productivo estudiado. Los aislamientos autéctonos
“presentan un comportamiento que se adecua a las condiciones agroecoldgicas

regionales” (Vallejo lljama, 2014).

3.2. Segundo objetivo

Evaluar in vitro e in vivo el efecto antagdnico de cepas de Trichoderma spp

sobre el crecimiento y esporulacion de Fusarium spp.

3.2.1. Pruebas in vitro

Los resultados alcanzados en las pruebas de cultivo dual permitieron

determinar que la cepa ensayada se ubica en la clase 2 de antagonismo, segun
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la escala de Bell et al. (1982) (citada en CET, 2014) (Tabla 1). Dado que
Trichoderma crecié sobre las dos terceras partes del medio de cultivo en la
prueba dual (Figura 14); una condicion requerida para la inclusion de cepas de
Trichoderma en pruebas de antagonismo in vivo (Sandoval y Belesansky,

2020).

Figura 14. Cultivos individuales y duales de Fusarium (F) y Trichoderma (T). Fuente:
Rafart (2019)

Las observaciones microscoépicas realizadas, a partir de tomas de la zona de
interaccion entre las colonias del patégeno y del antagonista, mostraron la
presencia de abundantes estructuras de Trichoderma (conidiéforos y conidios)

y escasa presencia de micelio y conidios de Fusarium (Figura 15). Se observo,
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asimismo, adelgazamientos y constricciones en las hifas de Fusarium en los
sitios donde el antagonista crecié sobre las mismas (Figura 15), como resultado
del micoparasitismo de Trichoderma sobre el patdogeno (Garcia-Espejo et al.,

2016).

Figura 15. Estructuras del antagonista y del patégeno, observadas en la zona de
contacto de las colonias en cultivo dual (400x). Fuente: Rafart (2019).

En coincidencia con la clasificacion de la cepa ensayada, segun el crecimiento
del antagonista en el cultivo dual, la medicién del diametro de colonias mostro
la disminucion del diametro de colonias de Fusarium en cultivo dual en
comparacion con el diametro observado en cultivo individual (testigo) (Figura

16).
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Figura 16. Diametro de colonias de cultivos individuales (barra celeste) y duales (rojo)
de Fusarium, e individuales (violeta) y duales (verde) de Trichoderma. Los datos
corresponden a tres réplicas de las pruebas (cada una con tres repeticiones).

La disminucion de colonias de Fusarium en cultivo dual se mantuvo durante los
8 dias del ensayo. Las comparaciones realizadas, a partir de la mediciéon de
colonias realizadas con intervalos de 24 horas, mostraron lo siguiente: a las 24
horas de iniciado el ensayo la disminucion del didmetro de colonias de
Fusarium en cultivo dual no resultd estadisticamente significativa (Tabla 2).
Mientras que si lo fue la disminucion observada en cultivo dual a las 96 horas,
(p < 0.05) en comparacion con el diametro observado en cultivo individual de

Fusarium, esta disminucion fue igual al 57% (Tabla 2).

Tabla 2. Valores correspondientes al diAmetro de colonias (en mm) de Fusarium
cultivadas en forma individual y cultivo dual con Trichoderma a las 24 y 96 h

Promedio del diametro

Tratamiento de colonias (cm) +/- DS *

Fusarium individual

(24 hs) 1,6 +/- 0,2646 a
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Fusarium dual (24 1,433 +/- 0,0577 a
hs)
Fusarium individual
(96 hs) 4,9 +/- 0,6557 b
FusarluLns)dual (96 28+-01732 ¢

* Las letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p < 0.05).

También resulto significativa (p < 0.05) la disminucién del didametro de colonias
de Fusarium a las 120 horas en cultivo dual en comparacion con el didmetro

observado en cultivo individual (Tabla 3), esta disminucion fue igual al 55,9%.

Tabla 3. Valores correspondientes al didmetro de colonias (en mm) de Fusarium
cultivadas en forma individual y cultivo dual con Trichoderma a las 96 y 120 h

Promedio del diametro

Tratamiento de colonias (cm) +/- DS *

Fusarium individual
(96 hs)

Fusarium dual (96
hs)
Fusarium individual
(120 hs)
Fusarium dual (120
hs)

* Las letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba de comparaciones

multiples de Tukey (p < 0.05).

4,9 +/- 0,6557 a

2,8+/-0,1732b

5,233 +/- 0,3786 a

2,93+/-0,115b

Por consiguiente, la cepa de Trichoderma ensayada posee efecto antagonico
sobre el crecimiento de las colonias del patdgeno, este efecto comenzé a
evidenciarse a partir de las 24 horas de iniciadas las pruebas y, si bien se
observo crecimiento de las colonias de Fusarium en cultivo dual, éste fue de

baja magnitud y no significativo estadisticamente, en comparacion con el
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registrado para el patégeno en cultivo individual. En el caso de las colonias de
Trichoderma, la disminucion del diametro de sus colonias fue minimo en el

cultivo dual (Figura 17).

Los resultados mostrados permiten indicar que, ademas de micoparasitismo, la
cepa de Trichoderma es efectiva en la competencia por espacio y nutrientes,
como fuera indicado por Caballero et al. (2016): “el crecimiento del micelio de
Trichoderma compite por espacio y nutrientes del medio de cultivo y provoca un
efecto indirecto de reduccion del crecimiento radial del patégeno, al ocupar su

espacio y extraer los suministros de nutrientes”.

Diametro de colonias en mm

. /g/

1 2 3 4 5

Horas de incubacion

Figura 17. Valores promedio del didmetro de colonias, considerando las mediciones
de las tres réplicas del ensayo, para Fusarium en cultivo individual y dual (lineas azul y
roja, respectivamente) y para Trichoderma (en cultivo individual y dual (lineas verde y
violeta, respectivamente), a las 24 hs.(1); 48hs. (2); 72 hs.(3); 96hs.(4); y 120hs (5).

3.2.2. Pruebas in vivo

El ensayo realizado en el invernaculo mostré lo siguiente: la presencia de

sintomas en las plantas inoculadas con Fusarium, consistentes con una
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marchitez progresiva, escaso vigor, hojas de menor tamafio y con un aumento
de la necrosis desde la periferia hacia el centro de la lamina, pudricién en la
corona y produciendo en consecuencia la una muerte gradual en las plantas
(Figura 18 A). La sintomatologia observada fue consistente con lo sefialado por
Agrios (2006): “El patégeno al ingresar a la raiz extiende su micelio por los
vasos xileméticos dificultando el desarrollo de la planta”. Por el contrario, en las
plantas inoculadas con Fusarium + Trichoderma no se observaron sintomas de
infeccion en las plantas (Figura 18 B), al igual que en plantas inoculadas con
Trichoderma (Figura 18 C) y en el testigo (Figura 18 D). En las plantas
inoculadas con Trichoderma se pudo observar mayor tamafio de la planta
completa y de los foliolos en comparaciéon con las plantas inoculadas y con el
testigo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Valencia y Arbelaez
(1999), quienes indicaron que el uso de antagonistas como Trichoderma spp.
estimula el crecimiento y desarrollo de las plantas en comparacion con
tratamientos testigo; y, también con los resultados mostrados por Altomare et
al. (1999) en cuanto que “Trichoderma spp. posee cualidades que le permiten
ser un eficiente biocontrolador y ademas favorecer a las plantas tratadas por
medio de la solubilizacion de nutrientes”. Del mismo modo, Harman et al.,
(2004) reportaron que Trichoderma posee la capacidad de colonizar raices de
plantas por mecanismos similares a los de los hongos micorrizales y producir
compuestos que estimulan el crecimiento como citoquininas, zeatinas y
giberilinas (GA3),ya que esta asociada con raices y sus ecosistemas; asi como

favorecer mecanismos de defensa en plantas.
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Figura 18. Pruebas de antagonismo in vivo: plantas inoculadas con Fusarium (A); con
Fusarium + Trichoderma (B); con Trichoderma (C); y Testigo (D)

En relacion a la estimulacién del desarrollo de las raices en las plantas
inoculadas con Trichoderma, las mediciones realizadas (Véase Anexo IlI)
mostraron que el mayor peso fresco de raices correspondié a las plantas
inoculadas con Trichoderma, seguido por el de las planas inoculadas con
Trichoderma + Fusarium, en comparacién con las plantas inoculadas con el
patégeno y las plantas testigo. Estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas (Figura 19). Tanto Fusarium como Trichoderma fueron
recuperados en las muestras de suelo analizadas una vez finalizados los

ensayos.
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Figura 19. Valores promedio del peso de raices de plantas tratadas con Fusarium en
cultivo individual y dual + Desvio estandar *

Si bien el incremento del peso de raices fue moderado en las plantas
inoculadas puede indicarse que el mismo se debi6é a Trichoderma. En tal
sentido, Camargo Cepeda y Avila (2012) reportaron que la aplicacion de
Trichoderma mejoré el peso fresco y seco de raices de arveja; y Santana
Barios et al. (2016) mostraron que la inoculacion con Trichoderma incrementa
la masa radical de plantas de tomate. Por consiguiente, la cepa ensayada
mostrd, ademas de capacidad antagdnica contra el hongo Fusarium, efecto
inductor del crecimiento de las plantas de frutilla inoculadas. Segun Coromoto
Alcedo y Reyes (2018), participa en la induccién del crecimiento de las plantas
promovida por el desarrollo de raices, y que combinado con mecanismos
indirectos como la disolucién de nutrientes minerales estarian incidiendo en
plantas mas robustas y resistentes al atague de patdgenos y a condiciones

ambientales adversas. Estas asociaciones de raiz-hongo también estimulan los
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mecanismos de defensa de la planta contra diferentes clases de patégenos,

mediante mecanismos de resistencia sistémica.

3.2.3. Consideraciones finales

De acuerdo a los objetivos planteados en el presente trabajo, se determiné el
efecto antagonico de Trichoderma spp sobre el crecimiento y capacidad
infectiva Fusarium spp. Se establecio, asimismo, la persistencia en las pruebas

in vivo del antagonismo observado in vitro.

Finalmente, se propone para futuras investigaciones sobre control biolégico de
patégenos fungicos de suelo la complementacion de los estudios con la
realizacion de pruebas in silico. Pruebas que proponen una modelizacién
matematica computacional que permite simular situaciones reales (Fina et al.,
2013), por ejemplo la modelacion espacial y temporal del crecimiento de
patébgenos y biocontroladores, modificando los valores de las variables
involucradas en un amplio rango de valores y contrastarlos con los valores
reales. De esta manera, esta prueba, mostrarian una gama de
comportamientos, entre ellos los mas impredecibles, que suelen ser los que

dan la variabilidad o “complican” a las pruebas in vivo.

Estos experimentos in silico son novedosos, porque incorporan computadoras y
software de simulaciébn como una nueva herramienta para ser utilizada en el
campo de la fitopatologia, en cada caso, estas nuevas herramientas deberan

de ser ajustadas por expertos idéneos en la materia.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

La utilizacion de caracteres macroscopicos y microscopicos de Trichoderma
spp. permitid la caracterizacion de los aislamientos del antagonista. Dicha
caracterizacion guio la seleccion de una cepa de Trichoderma para las pruebas
de efectividad in vitro e in vivo. La seleccion estuvo guiada por su caracter
nativo en rizoplano de cultivo de frutilla y una rapida y abundante formacién de
conidios, ambos considerados caracteres favorables en la utilizacion de

técnicas de control bioldgico.

En las pruebas in vitro (cultivo dual), la cepa de Trichoderma mostré un nivel
adecuado de antagonismo sobre el crecimiento y desarrollo del patégeno
(Fusarium), evidenciando el antagonista micoparasitismo y competencia por
espacio. El diametro de colonias de Fusarium en cultivo dual fue menor en
comparacion con el diametro observado en el cultivo individual. Las diferencias
en el diametro de colonias fueron estadisticamente significativas a partir de las
96 horas de iniciada la prueba. Por consiguiente, la competencia por espacio,

favorable a Trichoderma, se evidencié a partir del 4to. dia de incubacion.

En las pruebas in vivo (inoculacion de plantas de frutilla con el patdogeno), la
utilizacién de la cepa de Trichoderma impidié la infeccion de las plantas por

Fusarium, dado que no se observaron sintomas en las plantas inoculadas con
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Fusarium + Trichoderma en comparacién con las plantas inoculadas solamente
con el patdbgeno que mostraron sintomas atribuibles al patdégeno y finalmente

murieron.
Finalmente, en relacion a la hipétesis planteada:

Los aislamientos de Trichoderma spp. obtenidos a partir de suelo,
rizosfera y tejidos vegetales rizoplano de plantas de frutilla (Fragaria
X ananassa Duchesne) pueden actuar como agentes de biocontrol
frente al patbgeno Fusarium spp

La hipétesis fue contrastada de manera positiva. Dado que la cepa nativa de
Trichoderma, procedente de rizoplano de cultivo de frutilla, mostré efecto
antagonico del crecimiento y desarrollo del patdégeno tanto en in vitro como in

vivo. Esto es, los resultados alcanzados in vitro se mantuvieron en condiciones

in vivo.
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Didmetro de colonias en cultivo dual correspondientes a la primera réplica del
ensayo (31/4/2019)

T1
T2
T3
F1
F2
F3

T+F1
T+F2
T+F3

Dia 1

14 | 5i

Dia 2

30

Dia 3

50

18 | 9i

35

49

65 77 80 comp
65 80 80 80 | comp
60 74 80 comp
16 19 22 24
12* 16 19 23

Diametro de colonias en cultivo dual correspondientes a la segunda réplica del
ensayo (28/11/2019).

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4




T1
+T2

2,6

5,5i

4,8

55

55

5,5i

Diametro de colonias en cultivo dual correspondientes a la tercera réplica del

ensayo (10/12/2019).

T1
T2
T3
F1
F2
F3

T+F1 (5,5)
T+F2 (5,5)
T+F3 (5)

Dia 1 Dia 2 Dia 3
1|5,5i 34 4,5 5,5
0,8|5,5i 3,3 4,5 5,5
0,9 |5i 2,3 3,5 5
1|5 1,9 3 4,2
0,7|5,5i 15 2,1 5,5
0,7 |5,5i 1,4 2 5

Dia 5

Dia 6

Dia 7




57

Anexo |l

Peso de raices

I+

PLANTA1 16,673
PLANTA2 16,802
PLANTA3 18,493
PLANTA4 16,737
PLANTAS 16,303
PLANTA1 16,348
PLANTA2 19,734
PLANTA3 21,182
PLANTA4 14,599
PLANTAS 20,555
PLANTA1 25,515
PLANTA2 13,412
PLANTA3 18,432
PLANTA4 15,52
PLANTAS 14,764
PLANTA1 16,567
PLANTA2 17,694
PLANTA3 14,418
PLANTA4 18,46
PLANTAS 15,006




