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Hipétesis generales del estudio.

En producciones agroecoldgicas de la Provincia de Buenos Aires, existen cepas nativas o
naturalizadas del género Trichoderma y de hongos entomopatdgenos con buenas caracteristicas
como agentes de control biolégico.

Algunas cepas nativas o naturalizadas del género Trichoderma son patégenos de insectos y hongos
entomopatdgenos podrian ser antagonistas de fitopatégenos.

Algunas cepas nativas o naturalizadas de hongos entomopatdégenos y hongos del género
Trichoderma generan promocion del crecimiento de las plantas de tomate incidiendo en gran
medida en el rendimiento de su cultivo.

Objetivo General.

Avanzar en el conocimiento y desarrollo de insumos bioldgicos en base a cepas nativas y/o
naturalizadas delgénero Trichoderma y de hongos entomopatdgenos promisorios como agentes de
control bioldgicos, para poder ser incorporados dentro de un Manejo Integrado de Plagas.

Objetivos Especificos.

Aislar hongos del género Trichoderma presentes en producciones agropecuarias del drea fruti-
horticola de la provincia de Buenos Aires.

Aislar hongos entomopatégenos a partir de cultivos presentes en el area fruti-horticola de la
provincia de Buenos Aires.

Seleccionar aislamientos de hongos del género Trichoderma y de hongos entomopatdgenos
presentes en la provincia de Buenos Aires, para su posible uso como agentes de control bioldgico.

Caracterizar morfoldgica y molecularmente los aislamientos del género Trichoderma que
manifiesten elmejordesempefio en las pruebas de promocion de crecimiento de tomate (Solanum
lycopersicum Linneaus (1753)) y de inhibicion del desarrollo de Botrytis cinerea Pers. (1797) vy
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (1884).

Caracterizar morfoldgica y molecularmente a los aislamientos de hongos entomopatdgenos que
presenten el mejor desempefio en las pruebas de promocién de crecimiento de tomate (Solanum
lycopersicum) y de inhibicidon del desarrollo de Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

Analizar la capacidad que presenten cepas delgénero Trichodermay de hongos entomopatdgenos
como patdégenos de mosca blanca (Bemisia tabaci Gennadius, (1889)).
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Resumen.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar microorganismos promisorios como Agentes de Control
Bioldgico (ACB). Se visitaron predios florihorticolas ubicados en Buenos Aires, Argentina, de los
cuales se obtuvo un total de 41 muestras de suelo. Se utilizaron las técnicas de insecto trampa y
diluciones seriadas de suelo para la obtencidn de aislamientos de los géneros Metarhizium y
Trichoderma respectivamente. Se obtuvieron un total de 20 aislamientos, cinco pertenecientes al
género Metarhizium y 15 correspondientes al género Trichoderma. Los aislamientos fueron
liofilizados y depositados como cultivos de referencia en la Coleccidn Micoldgica del Centro de
Estudios Parasitolédgicos y de Vectores (CEPAVE). Se realizaron estudios de cultivos duales de los
aislamientos frente alos patégenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum. Se seleccionaron 11
aislamientos para la realizaciéon de estudios de promocidn de crecimiento en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum). Los aislamientos de Metarhizium taii Liang & Liu (1991) CEP-722, CEP-723
y de Trichoderma afroharzianum Chaverri, Rocha, Degenkolb & Druzhinina (2015) CEP-753 y CEP-
754, identificados molecularmente por medio de la amplificacién de las zonas ITS y TEFla,
presentaron los mejoresresultados en las pruebas de cultivo dual y promocién de crecimiento. La
cepa CEP-722 de la especie Metarhizium taii y la cepa CEP-754 de la especie Trichoderma
afroharzianum fueron sometidas a pruebas de patogenicidad en estados inmaduros de Bemisia
tabaci. La cepa CEP-722 presentd capacidad patogénica sobre ninfas de B. tabacicon un porcentaje
de muertes por infeccion fungica cercano al 30%.
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Capitulo 1: Reseiia historica.

Resumen.

En este capitulo se presentan antecedentes en relacidn con la historia de la agricultura mundial. Se
hace referencia al paradigma agropecuario imperante en Argentina. Se mencionan algunas
caracteristicas de la Agroecologia como herramienta de cambio del paradigma agropecuario actual
y antecedentes para la busqueda de microorganismos benéficos para la agricultura.

Historia y antecedentes agropecuarios mundiales.

Uno de los acontecimientos mas importantes en la historia humana ha sido el cambio de una
economia sustentada en la caza y la recoleccién de plantas a una basada en la agricultura (Smith,
1998; 2005). Las plantas cultivadas constituyen la principal herencia que recibimos del hombre
primitivo y este patrimonio contribuydé en buena medida al desarrollo de la humanidad. Se
propusieron numerosas hipdtesis sobre el origen de la agricultura. MacNeish (1992) enumera 41
teorias que agrupa en un diagrama de la historia de las teorias sobre el origen de la agricultura.
Entre otras, 21 elaboradas por arquedlogos, 8 por bidlogos, 7 por gedgrafos y 6 por antropdlogos
(Krapovickas, 2010). Asi, en un largo proceso prehistérico, los pequefios grupos ndémades,
inicialmente recolectores-cazadores se fueron transformando paulatinamente en sociedades
sedentarias, primero reunidas en villorrios y pueblos y luego modificando radicalmente el medio
natural por medio de la instalacidon de cultivos, sistemas de riego y de almacenaje y generando y
conservando excedentes de alimentos (Leguizamdn, 2018). Se ha planteado que este cambio
ocurrié de maneraindependienteen porlo menos seis regiones delmundo, entre 11000y 5000 A.P.
(Antes del Presente) en areas tropicales y subtropicales con alta biodiversidad; a partir del él, los
grupos recolectores-cazadores cubrieron sus necesidades de supervivencia diaria e iniciaron un
largo procesode manejoy seleccidn que condujo a la agricultura y a la domesticacidn de plantas y
animales (Smith, 2005; Gepts, 2008).

En 1926, Vavilov establece cinco centros de origen fundamentales de las plantas cultivadas y
propuso un nuevo método botanico-geografico diferencial para determinar los lugares donde las
especies cultivadas presentan su mayor variabilidad. M3as tarde, en 1935, aumentd el nimero a ocho
centros primarios: 1) China, 2) India, 3) Asia Central, 4) Cercano Oriente, 5) Mediterraneo, 6)
Abisinia, 7) Sud México y América Central, 8) Peru y Bolivia, y tres centros secundarios: 2a) Indo-
Malayo, 8a) Chiloé y 8b) Brasil-Paraguay. (Krapovickas, 2010).

Los hallazgos de cultigenos en yacimientos arqueolégicos sudamericanos indican que entre 8000 y
2500 afios a.C. se ubican los primeros indicios de la mayoria de los cultivos de importancia
econdmica que posibilitaron el desarrollo de las diversas culturas precolombinas. En esta zona,
entre 8000 y 7000 aiios a.C., se crearon gran parte de los cultigenos de mayor importancia
econdmica: aji, oca, porotos, papa y maiz. Hace 6000 afios a.C. se agregan quinoa, zapallos, yerba
mate, y guayaba, y a los 2500 a.C., ya estaba practicamente completo el elenco de cultivos, con el
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agregado de mani, achira, algoddn, batata y mandioca (Persall, 1992). Las dataciones directas en
restos arqueobotdnicos indican que las calabazas fueron las primeras plantas domesticadas en
Mesoamérica. Hacia 7900 AP (Smith, 1997; 2005).

El lugar o centro de origen de los cultigenos es dificil de establecer. En algunos casos como el del
maiz (Zea mays L, subsp. mays) se ha podido aclarar (Krapovickas, 2010). Todos los taxones silvestres
conocidos del género Zea viven en el Sur de México y en Guatemala, y su domesticacidn parece
haber ocurrido en un area reducida en el valle del rio Balsas, en el sur de México, donde vive su
antecesor mas probable, Z. mays subsp. parviglumis lltis y Doebley, entre 400y 1700 m.s.n.m.y con
precipitaciones entre 1250 y 2000 mm (Doebley, 1990).

La diversidad geografica de los origenes de los principales cultivos y animales estd bien ilustrada,
dentro de los principales cultivos, los mas antiguos registrados por cada centro de origen segun
Atkins et al., (1998) son: Sudoeste de Asia: Trigo (8000), cebada (8000), higo (7800), guisante (7800),
lenteja (7800), garbanzo (7500), lino (7500), haba (6500), fecha (4000), oliva (3700), vid (3200),
centeno (3000), también coliflor, col rizada, ajo, nabo, mostaza, colza, arveja amarga, pera, cidra,
granada, almendra, pistacho. Perro (12,000), oveja (9000), cabra (7500), dromedario (2000). Asia
Central: Alforfén, zanahoria, rdbano, manzana, cereza, nuez, alfalfa, canamo. Caballo (4000),
camello bactriano (1500), yak. América Central: Calabaza (8000), frijol comun (8000), aguacate
(7200), maiz (5700), amaranto (5200), calabaza (5000), habichuela (4000), tomate, frijol sieva,
papaya, agave, cacao, vainilla. Pato. Sudamérica: Frijol comun (8500), pimiento (8500), papa (8000-
6000), frijol Lima (6500), oca (6000), quinua, cafiihua, guayaba, mani, pifia, tabaco, caucho. Llama
(4000), alpaca (4000), conejillo de indias (1500). América del Norte: Girasol, arandano, arandano,
pecan. Pavo. Africa: Arroz africano, sorgo, mijo perla, teff, okra, lechuga, sandia, judia, ricino, café,
sésamo, kola, palma aceitera. Burro, gallina de Guinea. India Palomitas, frijol polilla, frijol arroz,
gramo de caballo, esparragos, berenjena, pepino, pimiento, limén, yute, afiil. China: Arroz (6000),
mijo de cola de zorro (5500), melocotdn (4000), soja (1000), frijol mungo, adzuki, mostaza de hoja,
rdbano picante, col china, espinaca, jengibre, naranja, mora, loto, castafia de agua. Sureste de Asia:
Mango (7200), taro (7000), platano, lima, satsuma/ mandarina, té, clavo, nuez moscada. Pacifico
Sur / Australasia: Coco (3000), arrurruz, fruta de pan, nuez de macadamia. Europa: Avena,
remolacha, ciruela, cereza, frambuesa, fresa. Reno. (todos los valores expresados en afios a.C.).

Resulta necesario enfatizar laenorme significancia de la revolucidn agricola: ya no solo se producian
alimentos para cubrir las necesidades del presente, sino que también se generaban excedentes que
se conservaban para afios posteriores. Ello cimentd las bases para que los pueblos se convirtieran
gradualmente en ciudades con alta densidad de habitantes. Y en ellas lamano de obra se diversificd,
se inventarony ampliaron los sistemas comerciales, de intercambio y de almacenaje, mientras
florecia el arte, la arquitectura y la cultura. También se crearon administraciones centralizadas,
estructuras politicas y un sistema despersonalizado del conocimiento (con regimenes de propiedad
y de escritura). Junto con los procesos de domesticacidén de plantas silvestresy el nacimiento de
estructuras sociales complejas, se evidencia el surgimiento de diversas tecnologias agropecuarias,
principalmente en el aumento de la superficie disponible para cultivos y el aumento de la fertilidad
de los suelos. De estos avances e invenciones tecnoldgicas se pueden nombrar como ejemplo: la
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agricultura de roza y quema, donde los arboles y arbustos se cortaban y quemaban para luego
disponer de los nutrientes en las cenizas e incorporarlos al suelo; la asociacién de cultivos
denominada “milpa” donde la interaccidn entre el maiz, el poroto yla calabaza, generan beneficios
mutuos; la construccidn de terrazas a lo largo de las laderas montafiosas de los valles paraaumentar
la superficie apta para cultivos (Mesoamérica, Sudamérica y Asia); la creacién de “parcelas
flotantes” en las dreas pantanosas, que se fabricaban con barro y tierra colocado encima de una
base de vegetacidén espesa (que en el caso de los aztecas se denominaban “chinampas”); La
utilizacién de los pet-kot, huertos mixtos de bajo mantenimiento e incluian arboles frutales
(nogales), enredaderas y cultivos perennes, cuyos frutos servian para su consumo directo. Estos
“jardines agroforestales” constituyen probablemente la forma mds antigua y de mayor resiliencia
que puede exhibir un agroecosistema. Hacia el Medioevo (476-1789) en toda Europa, las sociedades
feudales estaban caracterizadas por un sistemade jerarquias muy estricto, basado en el poder que
ejerciael sefior feudal, propietario de las tierras. La produccién era llevada a cabo por susvasallos,
quienes recibian parte de los recursos que esta proveia a cambio de luchar junto con sus sefiores,
en Ultimo caso responsables de su seguridad. El poder estaba en manos de linajes perpetuos,
mientras que las familias campesinas servian a los sefiores por sucesivas generaciones. Entre 1492
y 1789 el sistema econdmico-social feudal empieza a fallar y es paulatinamente reemplazado por
las sociedades industriales, donde los avances tecnolégicos constituyen el corazén de cambios
portentosos. En la actualidad, la sociedad posindustrial debate fuertemente la sustentabilidad
econdmica, social y ambiental de la agricultura industrial esencialmente basadaen eldesarrollo del
conocimiento cientifico anclado enlas ideas de la iluminacién y el positivismo desde los siglos XV1y
XVII (Leguizamdn, 2018).

Otro acontecimiento que generd un cambio rotundo en el sistema productivo moderno es la
llamada “Revolucion Verde”. Eltérmino “Revolucién Verde” fue acuiiado en 1968 por William Gaud,
(administrador de la Agencia Estadounidense para el Desarrollo Internacional-USAID), parareferirse
al incremento sorprendentey repentino de la produccidn de granos que ocurrié en varios paises en
vias de desarrollo a mediados de los afios ‘60. Este aumento fue producto, entre otras cosas, de la
difusion de variedades de trigo y arroz de alto potencial de rendimiento desarrolladas después de
la Segunda Guerra Mundial, con el objetivo de solucionar el problemade hambre en el mundo. Las
semillas "milagrosas" se difundieron rdpidamente gracias al importante apoyo de los Centros
Internacionales de Investigacién Agricola (entre ellos el Centro Internacional de Mejoramiento del
Maiz y Trigo (CIMMYT)) creados por las Fundaciones Ford y Rockefeller, y al poco tiempo también
se desarrollaron nuevos tipos de arroz y de maiz. Esto significd un cambio sustancial del paradigma
agricola imperante hastaelmomento: ladisponibilidad y eluso de numerosas variedades (ecotipos,
o razas locales) adaptadas a la variabilidad natural de los agroecosistemas, se sustituyé poralgunas
pocas variedades de alto potencial de rendimiento, las cuales brindaban una promesa tedrica de
alta productividad por unidad de drea(rendimiento), entantoyen cuanto el ambiente se adaptara
a sus requerimientos. Es decir, necesitaban que se les suministraran las condiciones necesarias para
expresar este potencial de rendimiento. Este intento por brindarles el ambiente adecuado a las
nuevas variedades implicé que, paulatinamente, se incorporaran masivamente fertilizantes,
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agroquimicos para el control de plagas, enfermedades y malezas, maquinarias, combustiblesy riego
tecnificado (Sarandén y Flores, 2014).

Paradigma agropecuario de Argentina.

El concepto de paradigma es utilizado para remarcarun cambio en la formaen que una determinada
sociedad organiza e interpreta la realidad. Un “paradigma Dominante” se refiere a valores o
sistemas de pensamiento hegemdnicos en una sociedad, en un momento determinado (vinculado
ala denominada revolucién verde) (Goites, 2022).

La politica publica vinculada al sector rural en la Argentina de los ultimos 25 afios ha
institucionalizado un sistemainsumo-dependiente,anclado enlademanda externay sustentadoen
un acentuado proceso de sojizacidon cuya matriz de rentabilidad se asocia a un sostenido aumento
de escala productiva (Pérezy Diaz, 2020). Desde la Organizacién Nacional hasta fines de la segunda
décadadelsiglo XX elsectoragropecuario argentino crecid intensamente, y la Argentina se convirtié
enuno de los exportadores de granos, carnes, lanasy aceites mas importantes del mundo. A partir
de los afios treinta del siglo pasado y durante las siguientes décadas, el sector atravesd un largo
periodo de muy escaso progreso lindando con el estancamiento. Porejemplo, el area cultivada en
1952 fue similar a la de 1904. A fines delsiglo XX comenzd otro periodo de fuerte expansion que se
prolonga hasta la fecha. A diferencia del primer gran crecimiento, sustentado porelaumento de las
areas cultivadas, en la presente coyunturalas mayores producciones resultan tanto delaumento de
las dreas como de inversiones en tecnologia que se reflejan en rendimientos unitarios mas altos
(Reca, 2006). En 1952, la produccion agricola argentinainicid un proceso de recuperacion. Hacia
finesde la décadade 1960, la agricultura experimentd una expansién que empezd con eltrigo para
luego, durante ladécadade 1970, trasladarse a la soja (Barsky y Gelman, 2008). En la tltima década,
los cereales y oleaginosas se extendieron a 29.861.673 hectareas de las cuales tres cultivos (trigo,
sojay maiz) representaron el77,1% (23.029.958 ha). Tres fendmenos explican principalmente este
aumento general de la produccion. Por un lado, la ampliacidon de superficie destinada a estos tres
cultivos. En segundo lugar, hacia fines de 1970, aplicar la rotacion trigo-soja-maiz que implicé poder
efectuar 3 cosechas en 2 afios, aumentando en untercio la superficie aprovechada porlos cultivos,
gue culmina con la doble cosecha de soja en la década de 1990. Por ultimo, la incorp oracidn del
paguete tecnoldgico y los avances técnicos. Estos cambios repercutieron en los rendimientos por
hectareade cada cultivo. Los rendimientos por hectdrea de soja, trigo maiz y girasol no dejaron de
aumentar en los ultimos 50 afios, con particularidades. El maiz fue el cultivo que mds aumento su
rinde por hectdrea en este periodo. Este cultivo paso de 2.709 kg por hectdrea promedio, durante
la décadade 1970, a 6.517 kg como promedio en los uUltimos diez afios. Mientras que la soja crecid
de 1.724 kg promedioen la década 1970 a 2.618 kg en la década de 2000, el trigo pasé de 1.537 a
2.456 kg por hectdrea, respectivamente. Por su parte, el girasol comenzo el periodo con 768 kg,
tuvo su picoenladécadade 1990 con 1717 kgy los siguientes 10afios se ubicd en 1.669 kg promedio
por ha. En sintesis, la superficie aumentd un 69,38% vy el rendimiento por ha de cereales y
oleaginosas un 161,26% (Cominiello, 2012). Este importante proceso de cambio tecnoldgico,
particularmente impulsado inicialmente en la Regién Pampeana, se dio en el agro-argentino,
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generando cambios en elmanejo, formas de produccion, de apropiacion de los recursos, deluso de
la tierra y los recursos naturales, de cambio tecnolégico, de intensificacién en el uso de insumos, de
nuevo conocimiento de gestidn agropecuaria, de manejo del capital econdmicoy financiero, de los
recursos humanos y ciertamente de impactos y “trade-offs” ambientales y sociales pobremente
evaluados, mas alld de la escala creciente en la produccién anual de los cultivos de exportacion
(Pengue, 2014).

Hubo un proceso agudo de adopciéon de tecnologia, en un periodo de menos de 5 afios, donde toda
la produccidn sojera pasd a ser transgénica, con crecientes volumenes exportables, llegando a la
actualidad con la incursidon de un nuevo estilo de difusidn tecnolégica con las nuevas sojas RR. Como
resultado del proceso de introduccidn del cultivo de soja transgénica, se pasé de aproximadamente
siete millones de hectdreas en 1996 a casi 20 millones en la campana 2015-2016. Segun la
declaracién del 3° Congreso Nacional de Médicos de Pueblos Fumigados, publicado en noviembre
del 2015, en los ultimos 25 afios el consumo de agroquimicos aumentd un 983% (de 38 a 370
millones de kilos), mientras que la superficie cultivada aumentd un 50% (de 20 millones de haa 30
millones de ha). En gran parte, este crecimiento se ha dado a costa de desplazar otras actividades
productivas, como la lecheria, la horticultura, la apicultura y la ganaderia, entre otras, con un
creciente impacto socioambiental (Spaggi et al., 2016). Es cierto que latecnificacién de la agricultura
ha incrementado, a través de un mayor rendimiento (por unidad de area) de los cultivos, la
produccién de alimentos enelmundo, pero no es menos cierto también, que esto ha estado basado
en el uso de dosis masivas de insumos costosos y/o escasos: combustibles fésiles, plaguicidas,
fertilizantes, semillas hibridas, maquinarias, agua para riego, etc. A su vez, este modelo de
agricultura tampoco ha logrado solucionar el problema del hambre en la poblacion mundial:
actualmente hay 1.200 millones de personas desnutridas, con dietas que no cumplen el minimo
necesario de calorias (Sarandén y Flores, 2014).

Como caracteristicas principales de este sistema productivo se pueden mencionar: dependenca
creciente de agroquimicos (insecticidas, herbicidas, fungicidas, fertilizantes); contaminacién de
alimentos, aguas, suelos y personas por pesticidas y productos derivados del uso de fertilizantes
sintéticos (nitratos y P en las aguas); desarrollo de resistencia a los plaguicidas de ciertas plagas y
patégenos; pérdida de la capacidad productiva de los suelos, debido a la erosién, degradacion,
salinizacidn y desertificacion de los mismos.; pérdida de nutrientes de los suelos debidaala faltade
reposicion, junto con lixiviacion y baja eficiencia en el uso de fertilizantes; colmataciéon de cuerpos
de agua (sedimentos); eutrofizacion de embalses; disminucidn de los acuiferos en zonas de regadio;
dependencia creciente de combustibles fésiles y la disminucion de la eficiencia productiva en
términos energéticos (cadavez serequiere mas energia para mantener o aumentar la productividad
de los cultivos); pérdida de biodiversidad: efecto de agroquimicos y simplificacion de habitats;
pérdida de variabilidad genética de los principales cultivos (erosién génica); el desplazamiento de
algunas técnicas de cultivo propias de agricultores/as tradicionales por la tecnologia “moderna”
supuestamente de aplicacién universal (erosion cultural); contribucion al calentamiento global del
planetay disminucién de la capa de ozono; no ha sido aplicable a todos los agricultores/as; no ha
solucionado el problema de la pobreza rural; entre otras (Saranddn y Saranddn, 1993). Los
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problemas de resistencia de moléculas por parte de las plagas estdn bien documentadosy existen
varios casos conocidos. Para el afio 1989, ya se contabilizaban 504 especies de insectos que habian
desarrollado resistenciaa uno o mas pesticidas (PNUMA, 1990). En Salta, Argentina, en elaio 2005,
aparecié un biotipo de sorgo de Alepo resistente al glifosato. La aplicacién de un Unico herbicida
(glifosato) durante un largo periodo de tiempo en grandes superficies (actualmente 20 millones de
hectareas de monocultivo de soja transgénica RR) ejercié una enorme presion de seleccidn que
favorecio la rapida seleccién de ecotipos resistentes (Saranddn y Flores, 2014).

En las ultimas décadas la dindmica exhibida por el patrén hegemdnico ha profundizado la
fragmentacion social en el seno del ambito rural. Sin embargo, conjuntamente con este escenario
aparecen dindmicas sociales movilizadoras protagonizadas por sujetos campesinos que intentan el
transito hacia otras relaciones de produccidn basadas en la sostenibilidad, la redistribucion, la
justicia y la equidad (Pérezy Diaz, 2020). Lo anterioresremarcado por Caceres et al. (2023) quienes
en un estudio de analisis socio-productivo sefalan que, durante las uUltimas dos décadas en la
Provincia de Cdérdoba se ha producido un notable crecimiento de las actividades productivas
vinculadas a la agroecologia, y que tal vez, la medida mas elocuente de este cambio lo representa
la gran cantidad de ferias agroecoldgicas que se han creado durante los ultimos afios.

En el contexto anterior, la proliferacién de un sistema agricola productivo uniforme hace mas
limitada, pero no imposible, la posibilidad de hallar en el territorio nacional, explotaciones
agropecuarias que difieran de esta tendencia productiva.

Agroecologia como herramienta de cambio.

La distribucion de la tierra en América Latina es la mas desigual del mundo y sigue agudizandose
hasta niveles alarmantes en un contexto de crisis globales, entre ellas la alimentaria, que presiona
enormemente la explotacién de los recursos. Algunos datos sefialan que en elconjunto de laregién
el 1% de las fincas acapara mas de la mitad de la superficie productiva mientras que en el extremo
opuesto, el 80% de las unidades agropecuarias son pequefias fincas familiares situadas en areas
marginales que apenas utilizan el 13% del territorio (Oxfam, 2016). La presion sobre tierras y
territorios ricos en recursos biodiversos es consecuencia, asimismo, de cuatro tipos de inversion de
capital: una destinada a los agronegocios para el cultivo de materias primas alimentarias
(commodity), otra a la forestacion, basada en plantaciones para la produccion de maderay papel;
una tercera orientada a la extraccién de minerales e hidrocarburos, y la cuarta vinculada con los
agronegocios que, frente a la crisis energética, se orienta a la produccidn en monocultivo de
agrocombustibles (Wiener, 2011).

Lo anterior, unido a la incidencia de las politicas neoliberales, los procesos fallidos de
descentralizacidon de la administracion gubernamentaly a los cambios en las estructuras estatales,
estd generando muchos conflictos sociales y eco-territoriales ya que ain hoy el problema de latierra
de los pueblos indigenas “Tiene sus raices en el régimen de propiedad de la tierra” (Mariategui,
1928). Son principalmente los territorios de los pueblosindigenas, para los cuales la tierra es fuente
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de vida y parte esencial de su identidad, los que se han visto mas fuertemente vulnerados por la
irrupcion de las concesiones para las industrias extractivas (mineria, petrdleo), los agronegocios y
los megaproyectos (Dorrego, 2018). En Argentina existen al menos 9,3 millones de hectéreas de
campesinos e indigenas que son pretendidas por elsector privado y estatal, seglnlo revela el primer
informe oficial sobre conflictos rurales. La tierra en disputa equivale a 455 veces la superficie de la
Ciudad Auténomade BuenosAires, son 857 casos y afecta a 63.843 familias. En la mitad de los casos,
las familias campesinas e indigenas sufrieron violencia para que abandonen sus campos, el 64% de
los conflictos comenzé en las ultimas dos décadas y tiene relacién con el modelo agropecuario
(Spaggi et al., 2016). Generalmente, el campesinado no es participe de los procesos de
ordenamiento delterritorio: esignorado, desautorizado o desplazadode sus tierras sin previo aviso.
También algunos campesinos tienen mas acceso y control sobre los derechosa la tierra que otros.
Los grupos minoritarios (incluyendo la poblacion indigena) tienen menos poder sobre la tierra, al
igual que sucede con las mujeres, quienes de formageneraltienen menos acceso ala propiedad de
la tierray menosinfluenciaalahorade la toma de decisiones sobre elcontroly uso de esta (Dorrego,
2018).

Asi, a partir de la década de 1980, la agroecologiaemergid, principalmente en América Latina, como
una alternativa al modelo agricola dominante, sirviendo de referenciaalas ONGYy a los agricultores
mas empobrecidos al permitirles comprender que los conocimientos y la formacién de los
agronomos eran inadecuados para la realidad de la mayoria de los agricultores de los paises de la
region (Floresy Saranddn, 2014). La agroecologia es considerada como una ciencia transformadora
que debe implementarse en estrecho didlogo e interaccidn con las organizaciones de agricultores,
en un constante proceso deinnovacién cognitiva, tecnoldgicay sociopolitica, intimamente vinculada
a los escenarios politicos y a movimientos de resistencia campesina e indigena (Altieri, 2016).
Después de mas de 30 afios, la lucha de estos diferentes sectores, incluyendo a cientificos e
investigadores comprometidos, ha contribuido de manera decisiva en afirmar a escala mundial el
caracter multifuncional, de identidad multiple y plural, de la agricultura familiar, lo que motivd a
gue 2014 fuese declarado por la FAO como el Afio Internacional de la Agricultura Familiar. Al afio
siguiente, en 2015, organizaciones sociales de todos los continentes se reunieron en el Foro
Internacional sobre Agroecologia y establecieron la Declaracidon de Nyéléni, referencia de ambito
mundial que expresa la visidn, los principios y las estrategias comunes de la agroecologia (Colin et
al., 2015).

La agroecologia es hoy entendiday practicada en América Latina como el enfoque parala unificaciéon
de las banderas del movimiento campesinoy de lalucha por la tierra, constituyendo un movimiento
de organizacién politica, de recuperacién de la autoestima y de afirmacién de identidades
socioculturales. Es vista también como una estrategia de manejo técnico de los agroecosistemas
para conservar los suelos, el agua y la biodiversidad; y para enfrentar las plagas por medio de la
diversificacion, la rotacidn y la integracidn de cultivos, arboles y animales y de la produccidn local
de insumos. Por otra parte, la agroecologia es entendida y practicada como una estrategia para la
produccién de comida sana y de alimentos saludables, para el incremento delautoconsumoy para
la realizacién del derecho humano a la alimentaciéon adecuada. También es una estrategia de
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organizacion de las economias agricolas para la generacién de ingresos establesy de mercados sin
intermediarios. Es el método de conservaciony de libre intercambio de semillas nativas en la lucha
contra los transgénicos. Es el camino para minimizar los riesgos climaticos a los que la agricultura es
cada vez mas susceptible. Es también un enfoque para la investigaciéon participativa y el
conocimiento y educacidn contextualizados, para el didlogo de saberesy para el intercambio de
experiencias de campesino a campesino. La agroecologia es una practica, una ciencia y un
movimiento (Wezel et al.,, 2009). Por otro lado, la emergencia e institucionalizaciéon de la
agroecologia en Argentinaforma parte de las respuestas frentealos procesos de transformacion en
los sistemas agroalimentarios que vienen ocurriendo hace tiempo (Pérez y Gracia, 2021).

Busqueda de microorganismos benéficos para la agricultura.

La busqueda de microorganismos benéficos se dificulta en predios en que se utilizan agroquimicos.
La utilizacién de agroquimicos en los sistemas de produccidn intensivos tiene una clara accién sobre
la microbiota del suelo, afectando directamente las numerosas poblaciones de microorganismos
nativos de interés biolégico expuestas a este tipo de sustancias (Rivera et al., 2010). Los
agroquimicos son fuente de carbono y nitrogeno y se degradan principalmente por la actividad
microbiana. La entrada continua de estos compuestos en elecosistemadel suelo puede afectar los
microorganismosy su actividad, lo que ocasiona modificacion de los procesos biolégicos esenciales
para la fertilidad y la productividad de los cultivos (Alvear et al., 2006; Cycon et al., 2010). La
persistencia y dispersion de estos compuestos en el suelo depende de las propiedades
fisicogquimicas delagroquimico, de las caracteristicas delsueloy las condiciones climaticas (Caldiz et
al., 2007; Hernandez-Soriano etal., 2007; Sawunyamay Bailey, 2001). Los pesticidas disminuyenla
actividad de enzimas del suelo y pueden influir en la mayoria de las reacciones bioquimicas, entre
ellas: la mineralizaciéon de la materia organica, la nitrificacion, la desnitrificacién, la amonificacién,
las reacciones redox, y la metanogénesis (Hussain et al., 2009).

El suelo,y en especialla rizdésfera, son los ambientes donde existe lamayor biodiversidad, debido a
gue es una region altamente favorable para la proliferacién y actividad metabdlica de numerosos
microorganismos (Nannipieriet al., 2003). El términorizésferafue introducido por Hiltner en 1904
quienlo definié como la parte del suelo que esinfluenciada por el sistema radical (Hartman, 2005).
Otradefinicién esla desarrollada por Foster en 1998; la rizésfera es el volumen de suelo influenciado
por la presenciade raices de una planta viva, cuya extension puede variar de acuerdo con el tipo de
suelo, la especie de planta, su edad y otros factores. Alrededor del 15% del drea de las raices se
considera cubierta por microorganismos especificos (Sylvia et al., 2005). La microflora de la rizosfera
es dinamica, y presenta variacion temporal y espacial (Shivanna y Vasanthakumari, 2011). Su
estructura puede variar segun las caracteristicas del suelo, eltipo de fertilizacidon, la especie vegetal
y el drea de la raiz considerada (Marschner et al., 2004, Berg et al., 2005). Burbano en 1989 aduce
gue la influencia de la rizdsfera se extiende hasta 2 cm del rizoplano. Se estima que los exudados
rizosféricos pueden llegar a contener entre 10 y 44% del carbono asimilado y otra serie de
compuestos, lo que contribuye generalmente aun incremento de las densidades poblacionales de
los microorganismos (Primavesi, 1984). La rizésfera es un nicho rico en nutrientes como resultado
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de secreciones orgdnicas constituidas por mondmeros como glucosa y aminoacidos, polimeros
como polisacaridos y proteinas, y restos de raices (Hawes et al., 2002) y excreciones (Uren, 2007).
Como consecuencia, se pueden detectar niveles elevados de poblaciones de dcaros, nematodes y
microorganismos (Bazin et al., 1990), protozoos (Darbyshire y Greaves, 1973; Griffiths et al., 2007)
y algas (Saharan y Nehra, 2011).

Entre los microorganismos habitantes del suelo las bacterias, incluidos los Actinomicetos, son los
mas abundantes puesse les encuentra presentes en un rango aproximado de 106y 108 células por
gramo de suelo pesando aproximadamente 10.000 kg/ha, que representa el 5% deltotal de materia
organica seca presente enelsuelo (Riveray Wright, 2013). La abundancia de bacterias en larizdsfera
en comparacion con otros microorganismos se puede debera su rdpido crecimiento y la habilidad
gue presentan de utilizar un amplio rango de sustratos como fuentes de carbono o nitrogeno (Glick,
1995). En cuanto a los hongos, dado su mayor tamafio, aunque menor abundancia, tienen la
biomasa mas significativa (Alexander, 1994; Tate, 1995), representandoun 10 a 20 % de la
microbiota total, esto es aproximadamente 10° a 10° organismos/g de suelo (Calvo-Vélez et al.,
2008).

En la biota benéfica se encuentran microorganismos que solubilizan y fijan nutrientes, producen
sustancias promotoras del crecimiento vegetal, inducen la resistencia de las plantas a enfermedades
0 se comportan como antagdnicos de agentes fitopatdgenos (Riveray Wright, 2013). En un sentido
amplio, los microorganismos benéficos de la rizosferaincluyen simbiontes (ciertos Actinomycetes y
hongos micorricicos) y saprdéfitos de vida libre (Schippers et al., 1987). También se encuentran
hongos patdgenos y simbidticos asociados a la rizosfera, en concentraciones de alrededor de10°a
10% unidades formadoras de colonias por gramo de suelo rizosférico. Especies de Zygomycetes e
Hyphomycetes son las que se establecen con mayor facilidad, dada su capacidad de metabolizar
azUcares simples (Sylvia et al., 2005). Entre las numerosas interacciones entre organismos benéficos
y fitopatégenos en la rizosfera, se encuentran las que se establecen entre éstos Ultimos y sus
antagonistas, fendmeno enmarcado en lo que se denomina control biolégico, que segin la
definicidn clasica enunciada por Cooky Baker(1983) es la reduccién de la cantidad de inéculo o de
la actividad del patégeno capaz de producir enfermedad, obtenida por accién de uno o mas
organismos, distintos del hombre (Rivera y Wright, 2013).
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Capitulo 2: Tomate (Solanum lycopersicum), Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum y Bemisia
tabaci: Antecedentes.

Resumen.

En este capitulo se presentainformacién detallada sobre el cultivo de tomate, su taxonomia, habitos
de crecimiento, requerimientos edafoclimaticos, centro de origen, importancia econdmica y
principales plagas. Asi mismo se presentainformacion sobre los fitopatdégenos Botrytis cinerea y
Sclerotinia sclerotiorum y sobre el insecto Bemisia tabaci.

Taxonomia del tomate.

El tomate, Solanum lycopersicumL. o sudenominacidn anterior Lycopersicum esculentum Mill., que
aun esampliamente utilizada, pertenece alafamilia Solanaceae (Allende,2017). Estafamilia, esuna
de las mas grandes e importantes entre las angiospermas, comprende unas 2.300 espedes
agrupadas en 96 géneros (Arcy, 1979).

De acuerdo con el Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica del afio 2000, al tomate se le
ubica dentro del Reino Plantae, Subreino Tracheobionta, Division Magnoliophyta, Clase
Magnoliopsida, Subclase Asteridae, Orden Solanales, Familia Solanaceae, Subfamilia Solanoidea,
Tribu Solanea. De igual manera, hay investigadores que han pretendido ubicar al tomate dentro del
género Solanum y la especie lycopersicum (Child, 1990; Olmstead et al., 1999; Peralta y Spooner
2001; Spooner et al., 2005).

Habito de crecimiento del tomate.

Chamarro (1995) indica que el tomate es una especie que posee crecimiento simpodial, cuyo tallo
forma cinco hojas antes que la yema principal se transforme en inflorescencia. Ademas, el
crecimiento puede serdeterminado e indeterminado. El primero de ellos, tiene los tallos terminados
en ramillete floral con un periodo limitado de floracién y son usados principalmente para cultivo
industrial al aire libre. Las variedades con crecimiento indeterminado producen inflorescencias de
forma continuay son cultivadas en invernadero y usadas principalmente para consumofresco(Kinet
y Peet 1997).

Requerimientos edafoclimaticos del cultivo de tomate.

La temperatura éptima de desarrollo del cultivo oscila entre 20° Cy 30° C durante el dia y entre 10°
C y 17° C durante la noche. Temperaturas superiores a los 30° C reducen la fructificacién y la
fecundacién de los évulos, afectan el desarrollo de los frutos y disminuyen el crecimiento y la
biomasa de la planta. Las plantas de tomate se desarrollan mejor con temperaturas de entre 18° C
y 24° C. Temperaturas diurnas inferioresa 12-15° C pueden originar problemas en el desarrollo de
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la planta, mientras que temperaturas diurnas superiores a 30° C e inferiores a 12° C afectan la
fecundacion (Diaz, 2007).

La Humedad Relativa (HR) 6ptima, que se ubica entre 60 %y 80 %, favorece eldesarrollo normalde
la polinizacién y garantiza una buena produccion. El exceso o déficit de HR produce desdérdenes
fisioldgicos y favorece la presencia de enfermedades. Una humedad relativa superior al 80 %
favorece la permanencia de enfermedades aéreas, el agrietamiento del fruto y dificulta la
fecundacién, yaque elpolen se humedecey hay abortofloral. Unaalta humedadrelativay unabaja
iluminacién reducen la viabilidad del polen y pueden limitar la evapotranspiracién, disminuir la
absorcion delaguay los nutrientes, generar déficit de elementos como el calcio e inducir desdrdenes
fisiolégicos. Unahumedad relativamenoral 60 % dificulta la polinizaciéon. Cuando la luminosidad es
reducida, ello puede afectar en forma negativa alos procesos de floracidn, fecundacidn y desarrollo
vegetativo de la planta. Durante los periodos criticos del desarrollo vegetativo de la planta la
interrelacién entre la temperatura diurna, nocturna y la luminosidad es fundamental (Infoagro
Systems S. L., 2016). Por tal motivo se recomienda no cultivar tomate en sitios que permanecen
nublados, ya que los rendimientos disminuyen considerablemente (INTA, 2014). En el ambito
mundial las zonas donde mas se ha adaptado esta especie son las de climatemplado, ubicadas entre
1000 y 2000 m s. n. m. en ambientes protegidos (Vallejo, 1999). En la actualidad se encuentran
cultivares adaptados a rangos de altitudes mas amplios. Su cultivo no es muy exigente en términos
de suelo, excepto en lo que respecta al drenaje; no obstante, se obtienen mejores resultados en
suelos profundos (de 1 m o mas de profundidad), de texturas medias, permeables y sin
impedimentos fisicos en su perfil. Tolera la acidez y crece adecuadamente en pHde 5,0 a 6,8. Es
medianamente tolerante a la salinidad, con valores maximos de 6400 ppm (10 mmbho) (Infoagro
Systems S. L., 2016).

Centro de origen del tomate.

El centro de origen del tomate se encuentraen la zona Andinaahora rodeada por Colombia, Perq,
Chile, Bolivia y Ecuador. El lugar y tiempo en el cual fue domesticado no se conoce con exactitud,
aunque se estima que lazona de domesticacion fue elsurde Méxicoy el norte de Guatemala donde
existe el mayor grado de variabilidad de la planta (Sims, 1980).

Importancia economica del cultivo del tomate.

Estimaciones de la FAO indican que el tomate es la hortaliza mas cultivada e importante en el
mundo, alcanzando en 2013; 4,7 millones de hectdreas y una producciéon de 164 millones de
toneladas (Allende, 2017). En los ultimos afios, las exportaciones mundiales de tomate fresco
refrigerado promedian un volumen cercano a 6 millones de toneladas. Esta cantidad representa
apenasel 0,04% de la produccion mundial (Vitieri et al., 2013). El 52 % la superficie destinadaa su
cultivo en 2013 (fresco e industrializado) se concentré en cuatro paises: China (20.9 %), India (18.8
%), Turquia (6.6 %) y Nigeria (5.8 %). Segun la Secretaria de Alimentos y Bioeconomia (2018),
aproximadamente el 90% de la produccion mundial para industria se destina a la elaboracion de
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pasta y el 10% restante a tomate pelado. Los principales paises productores son Estados Unidos,
Italia, China y Espafia. El aumento de la produccidon mundial de tomates se debe principalmente a
aspectos tecnolégicos, y en menor medida al incremento de la superficie total cultivada (15%)
(Vitieri et al., 2013).

En américa, México contribuye 19% de volumen de las exportaciones a nivel mundial, ubicandolo
como el principal pais exportador porarriba de Espaiia (14%) y Paises Bajos (13%) (FAO, 2020). En
Sudameérica, el principal productor es Brasil, seguido de Chile y Argentina (FAO, 2022). La produccidn
argentina asciende a 767.000 t y 11.800 ha, con un rendimiento promedio de 67 t ha-1. Las
principales regiones productivas de esta hortalizase encuentran en la provincia de Buenos Aires: La
Plata, Florencio Varela, Mar del Plata, entre otras localidades, en el noroeste argentino (Region
NOA): Salta, Jujuyy Tucuman, en el noreste argentino (Region NEA): Corrientesy en Cuyo: Mendoza
y San Juan (Suazo-Castro, et al., 2023). Dentro de Buenos Aires, la principal zona productiva esta
ubicada enla localidad de La Plata y alrededores (Cinturdn Horticola Platense). Este Cinturdn abarca
unas 7.000 ha, representando la mayor superficie de la provincia destinada a la produccion de
hortalizas; concentrando una de las mayores areas de superficie cubierta por invernaderos, la que
se estimd en 2016 en 5.462 ha (Miranda, 2018).

Seguninformes de La Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca (2023), la balanza comercial del
sector industrial desde el afio 2010 hasta el 2022 fue deficitaria para cada afio. El 42% de las
exportaciones argentinas (en volumen) correspondieron a "Tomates preparados o conservados
s/vinagre o Acido acético, excluidos enteros, trozos o jugos", y un 31% a “"Kétchup" y otras salsas
de tomate en envases <= a 1kg. Las exportaciones tienen como principal destino Paraguay, Uruguay
y Brasil. El 81% de las importaciones se correspondieron a “tomates preparados o conservados
s/vinagre o acido acético, excluidos enteros, trozos o jugos”y un 12% de “tomates enteros o trozos,
preparados o conservados, s/vinagre o acido acético”. Los principales proveedores del mercado
argentino son Chile, China e Italia.

Principales enfermedades e insectos herbivoros en el cultivo de tomate.

El cultivo del tomate es afectado por factores bidticos y abidticos que influyen directamente en
rendimientoy los costos productivos. Entre los problemas biéticos mas comunes e incidentesen el
cultivo, se encuentran el ataque por insectos herbivoros y enfermedades causadas por hongos,
pseudohongos (Reino Straminipila), bacterias, Mollicutes, nematodosy virus. El ataque de insectos
herbivoros genera no sélo un dafo directo, sino que también un dafio secundario al transmitir
enfermedades virdsicas. La mayoria de los virus vegetales son transmitidos de planta en planta por
agentesvectores: insectos (pulgones, mosquitas blancas, trips), nematodos, acaros y hongos. Estos
agentesvectores son capaces de provocar heridas que hacen posible la diseminacidn horizontalde
los virus fitopatogenos (Sepulveda, 2011).
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Principales enfermedades flngicas del cultivo de tomate en Argentina.

Tizdn temprano (Alternaria solani Sorauer, (1896)); Mancha gris (Stemphylium solani G.F. Weber,
(1930)); Marchitez por fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici Schltdl., (1824)); oidiopsis
(Leveillula taurica Lév., (1842)); Mal de los almacigos (damping off): Fusarium spp., Phytophthora
spp., Rhizoctonia spp.; y Phytium spp.; Moho gris (Botrytis cinerea); Podredumbre por
colletotrichum (Colletotrichum spp.); Moho de la hoja (Fulvia fulva (Cooke) Cif., (1954)); Moho
blanco (Sclerotinia sclerotiorum); Marchitez por verticillium (Verticillium dahliae Klebahn, (1913));
Tizén tardio del tomate (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, (1876)); podredumbre basal
(Sclerotium rolfsiiSacc., (1911)) (Colombo, 2002.; Sandoval, 2004; Flores, 2012; Martinez-Ruizetal.,
2016).

Principales enfermedades bacterianas del cultivo de tomate en Argentina.

Marchitamiento bacteriano (Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. (1996)); Médula
hueca (Pseudomonas corrugata Roberts and Scarlett (1981) emend. Sutra et al. (1997)); Cancro
Bacteriano (Clavibacter michiganensis (Smith 1910) Davis et al. (1984)); Mancha bacteriana
(Xanthomonas spp.); Podredumbre blanda (Pectobacterium carotovora subsp. Carotovora (Jones
(1901)) Hauben et al. 1999 emend. Gardan et al. 2003) (Colombo, 2002; Flores, 2012).

Principales enfermedades virdsicas del cultivo de tomate en Argentina.

Begomovirus (Especies de begomovirus); Hojas corddn de zapato (Cucumber mosaic virus); Peste
negra “Groundnut ringspot virus”, “Tomato spotted wilt virus” y “Tomato chlorotic spot virus”
(Colombo, 2002; Flores, 2012).

Principales plagas de insectos del cultivo de tomate en Argentina.

Mosca Blanca (Trialeurodes vaporariorum Westwood, (1856) y Bemisia tabaci); Trips (Frankiniella
occidentalis Pergande, (1895)); Arafita roja (Tentranychus urticae C.L. Koch, (1836)); Polilla del
tomate (Tuta absoluta Meyrick (1917)) (Mitidieriy Polack, 2012).

Principales enfermedades e insecto plagadel cultivo del tomate en Argentinaseleccionadas para
este estudio.

En este trabajo se seleccionaron 2 de las principales enfermedades fungicas del cultivo del tomate
en Argentina; Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum y el insecto vector en tomate de
Begomovirus Bemisia tabaci. Estas fueron seleccionadas por ser de las plagas que causan mayores

41



pérdidas en las producciones de este cultivo, asi como también la frecuencia de aparicidon entre
temporadas.

Antecedentes, taxonomia e importancia de Sclerotinia sclerotiorum.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, (1884) agente causal de podredumbres himedas del tallo,
hoja, es un hongo extremadamente polifago (Boland y Hall, 1994) que causa podredumbrey muerte
de plantas en cultivos intensivos y extensivos, malezasy especies silvestres. A nivel mundial (Purdy,
1979; Bolton et al., 2006; Saharan y Mehta, 2008) y nacional (Mitidieri, 1975; 1980) esta entre los
patégenos de mayor importancia econdémica.

La clasificacidn taxondmica de este hongo (teleomorfo), dada porel Sistema Nacional Argentino de
Vigilancia y Monitoreo de plagas (SINAVIMO) (2019) es: Eucariota, Reino: Fungi; Phylum:
Ascomycota; Clase: Leotiomycetes; Orden: Helotiales; Familia: Sclerotiniaceae; G énero: Sclerotinia;
Especie: Sclerotinia sclerotiorum.

Los sintomas causados por S. sclerotiorum en los hospedantes estudiados son muy diversos. Porlo
generalincluyen marchitamiento, detencién delcrecimiento y frecuentemente muertede plantasy
destrucciéon de los drganos cosechados. Los tejidos invadidos por el hongo muestran una
podredumbre de consistencia blanda a semiblanda, de color pardo claro a castafio, a veces con
tintes rojizos. Esta, por Gltimo, puede terminar con la total destruccién del tejido parenquimatico
perdurando sdlo los elementoslignificados, tales como los haces vasculares, en formade un enriado
(capitulos de girasol, tallos de diversas plantas). Con frecuencia se observan anillos concéntricos
pardos en la superficie de tallos y ramas afectados. En tomate (S. lycopersicum), se ha registrado
infeccion basal y aérea en frutos observada en el campo y en invernadero (Dehley, et al., 2009).

Todas las especies de Sclerotinia poseen en su ciclo de vida un estado asexual y un estado sexual. El
primero estd caracterizado por el micelio tabicado de color blanco y los esclerocios, estructuras de
resistencia de color negro. También pueden producirse microconidios hialinos y globosos que se
forman superficialmente sobre el micelio aéreo en cultivo, sobre la superficie de los apotecios o
sobre la superficie de los esclerocios (Kohn, 1979b). El estado sexual se caracteriza por laformacién
de apotecios que llevan ascos y ascosporas (Kohn, 1979a). En particular S. sclerotiorum posee
ascosporas cuya relacion largo/ancho es mayor que 2 y suelen ser binucleadas. El esclerocio es
relativamente grande en comparacién a los formados por las otras dos especies del género, suele
poseer forma irregular, algunos pueden medir entre 1y 5 cm (Kohn, 1979b). Las especies de
Sclerotinia producen esclerocios en elmaterial de la plantainfectaday en el cultivo. Las dimensiones
de estos esclerocios fue un posible criterio para separar las especies de Sclerotinia. La presencia de
pequefios esclerocios separa facilmente a Sclerotinia minor Jagger, (1920) de S. sclerotiorum vy
Sclerotinia trifoliorum Eriksson, (1880), que tienen esclerocios mas grandes (Letham et al., 1978;
Kohn, 1979a; Wong, 1979; Petersen et al., 1982; Tariq et al., 1985).

La formacidn del esclerocio involucra la acumulacidn de hifas que forman una masa suave de color
blanco, que luego de la maduracién, pasa a ser una masa compacta y dura como consecuencia de
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la melanizacion de la capa mas externa que suele poseer hastatres células de espesor (Jones, 1970).
Esta capa externaconstituye la corteza y estd formada por hifas de paredes melanizadas, oscurasy
muy engrosadas que rodean a la médula pseudoparenquimotosa laxa, embebida en una matriz
fibrilar (Lamarque, 1976) que suele formar un continuo con las gotas de la superficie delesclerocio
(Colotelo, 1974; Saito, 1974). Al madurar, la pared original quitinosa de las hifas internas se cubre
con una delgada capa fibrilar. En presencia de nutrientes se produce la germinacién de los
esclerocios que llevara a la infeccidn del hospedante. La germinacidn puede ser miceliogénica o
carpogénica. En la germinacion miceliogénica los esclerocios dan origen a micelio que infecta
directamente las raices y base del tallo de los hospedantes produciendo marchitamiento (Huangy
Dueck, 1980; Huangy Hoes, 1980). En la germinacion carpogénica, que suele verse favorecida con
menor disponibilidad de nutrientes, los esclerocios producen apotecios que originan los ascos que
contienen las ascosporas, que podran infectar las partes aéreas causando podredumbre en diversos
tejidos delvastago de los hospedantes (Le Torneau, 1979). Se ha observado que la germinacion del
esclerocio depende de diversos factores entre los que pueden mencionarse el grado de madurez de
estos, que es afectado por las condiciones presentes durante su formacion, el lugar donde quedaron
ubicadosy las condiciones ambientales en elmomento de lagerminacién (Pereyray Bazzalo, 1991).
Algunos autores consideran que en condiciones de baja humedad se produce el ataque por
crecimiento de micelio infectando tallos jovenes directamente. Se haobservado que, luegode una
etapa de frio como un periodo invernal, los esclerocios pueden germinar o bien permanecer en
dormicién por afios (Coley-Smith y Cooke 1971; Cook et al., 1975; Adams y Ayers, 1979).

Antecedentes, taxonomia e importancia de Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea Pers.: Fr(teleomorfo: Botryotinia fuckeliana(de Bary) Whetzel), agente causal de la
“podredumbre gris”, infecta mds de 200 especies vegetales distintas, determinandoserias pérdidas
econdmicas antes y después de la cosecha (Jarvis, 1977). Este hongo se encuentra entre los
patégenos mas importantes de los cultivos intensivos y ocasiona sintomas tales como manchas,
pudricidn y tizon sobre los drganos aéreos (hojas, brotes, flores, frutos) de numerosas especies
horticolas, floricolas y fruticolas (Nome et al., 2016; Petrone et al., 2016).

La clasificacion taxondmica de este hongo (teleomorfo), dada porel Sistema Nacional Argentino de
Vigilancia y Monitoreo de plagas (SINAVIMO) (2019) es: Eucariota, Reino: Fungi; Phylum:
Ascomycota; Clase: Leotiomycetes; Orden:Helotiales; Familia: Sclerotiniaceae; Genero: Botryotinia;
Especie: Botryotinia fuckeliana - Botrytis cinerea (Anamorfo).

Botrytis cinerea es dificil de controlar satisfactoriamente con fungicidas porque el hongo es
genéticamente variable y ha desarrollado cepas resistentes a muchos de los quimicos utilizados en
los ultimos 20 afios. El control quimico de las enfermedades causadas por B. cinerea ha dependido
en gran medida deluso de los fungicidas con los ingredientes activos benzimidazoly dicarboximida.
Sin embargo, hoy en diaes comun detectar aislamientos de B. cinerea resistentes a la dicarboximida
(Sansone et al., 2005). La diversidad somatica, metabdlica y genéticareportada por este hongo ha
sido atribuida a la heterocariosis y aneuploidia. También es aceptado que la recombinacidn sexual
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juegaalgun rol, pero estafase sexuales raramente observadaen elcampo (Williamsom etal., 2007).
B. cinerea aparece compuesto por dos genotipos, B. transposa y B. vacuma los cuales son
considerados especies (Giraud et al., 1999).

En el ciclo de infeccién las esporas de B. cinerea pueden ser producidas sobre cualquier material
vegetal y transportadas a grandes distancias por corrientes de aire (Jarvis, 1977). Es un hongo
cosmopolita, ubicuo y sumamente polifago, que sobrevive como saprétrofo enrestos vegetales en
forma pasiva como esclerocios negros, los cuales pueden formarse en los diferentes tejidos
afectados o en postcosecha. Sobre el tejido infectado el patégeno produce una nueva generacion
de esporas que pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccién (SINAVIMO 2019). Las temperaturas
Optimas para el desarrollo de B. cinerea son entre 15-25° C (Janisiewicz y Korsten, 2002), sin
embargo, el patdgeno también es activo a temperaturas mas bajas, pudiendo germinar y
desarrollarse el conidio a temperaturas tan bajas como 0° C. En condiciones favorables el ciclo de
infeccidon completo puede ocurriren 3a4dias dependiendodeltipo de hospedantey tejido atacado.
Se requiere una humedad relativa superior a 95 % para el desarrollo de la enfermedad (Barnesy
Shaw, 2002).

Las pérdidas mundiales de este hongo representan el 20 % de la cosecha de los cultivos afectadosy
el costo generado se estima en 10-100 millones de euros por afo. El tamafio de mercado de los
productos quimicos anti-botrytis (Botryticidas) ha sido aproximadamente de 15 a 25 millones de
ddlares en los ultimos 3 afios (Zhao et al., 2009). Algunas de las razones que explican la dificultad
para su control son: a) es un patégeno sumamente polifago, b) algunos cultivos y partes de plantas
son altamente susceptibles, c) tiene una alta capacidad saprofita, d) es comuin la aparicion de
fendmenosde resistencia a los fungicidas, e) elambiente delinvernaculo, con altahumedad relativa
y agua libre, favorece elrdpido desarrolloy la esporulacién prolificay f) esporula rapidamente sobre
tejidos enfermos y senescentes. La accion mecdnica asociada con la cosecha y transporte de las
floresliberay dispersa conidios en el ambiente delinverndaculo. Las gotas de agua provenientes del
riego o de la aplicacién de pesticidas dispersan los conidios, que pueden permanecer en dormicién
al menos 3 semanas antes de germinar. Es una especie altamente variable, capaz de adaptarse a
muchas condiciones ambientales, y también produce infecciones asintomaticas (Hausbeck y
Moorman, 1996).

Antecedentes, taxonomia e importancia de Bemisia tabaci.

Bemisia tabaci (Gennadius, 1889): Conocida cominmente como “mosca blanca”, es un hemiptero
hemimetdbolo perteneciente a la familia de los Aleyroideae, capaz de parasitar una gran cantidad
de cultivos (Cuthbertson et al., 2005). B. tabaci presenta cuatro estadios: huevo, ninfa y adulto
(Byrne y Bellows, 1991). Los adultos suelen colonizar los brotes tiernos de las plantas,
permaneciendo las ninfas en el mismo lugar hasta completar su desarrollo. B. tabaci ocupa
generalmente las hojas de los estratos bajos o medios con distribucionesirregulares (Gill, 1990). La
hembra adulta deposita sus huevos pedicelados verticalmente sobre la superficie de la hoja,
generalmente en el envés. Los huevos suelen disponerse de forma aislada o agrupadas y
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habitualmente estdn recubiertos de unasecrecidn cerosablanca. La ninfa presenta cuatro estadios:
La ninfal (que es el Unico estadio mévil) emerge delhuevo, se desplazasobre la hojay finalmente
se fija a ella con el pico de su aparato bucal. Generalmente se instalan cerca de alguna nervadura
foliar, perdiendo desde ese momento su capacidad de movimiento. El resto de los estadios ninfales
son sésiles, elipticos y aplanados. El cuerpo de la ninfa 1 mide 0,3 mm de longitud y 0,15 mm de
ancho, en este estadio es donde se presenta la mayor mortalidad. Las ninfas de segundo y tercer
estadio son casi idénticas entre si, mas amarillas y grandes que el primer estadio. El cuerpo de la
ninfa 2 mide 0,4 mm de largo y 0,2 mm de ancho, y el cuerpo de la ninfa 3 presenta 0,54 mm de
largo y 0,3 mm de ancho. La ninfa 4 o pseudo-pupa, se distingue por su color amarillo mas intenso
y porque se pueden apreciar los ojos del adulto como dos pequefias manchas rojizas laterales. El
cuarto estadio de la ninfa se subdivide entemprano, medio y tardio segun la presencia o ausencia
de alimentacién y los cambios morfoldgicos. La ninfa 4 recién formada presentaun cuerpo ovalado
y aplanado de color translucido, pero a medida que avanzasu desarrollo se torna opaca y su cuerpo
se engrosa. La emergencia del adulto del pupario se produce a través de una hendidura en forma
de “T”, quedando dicho pupario vacio enla hoja(Moundy Halsey, 1978; Gill, 1990; Byrney Bellows,
1991).

Bemisia tabaci es el Unico vector reportado para Begomovirus. De todas las especies de moscas
blancas, sélo B. tabacitransmite algunos virus de la familia Geminiviridae (Begomovirus) de manera
persistente. Si bien otros tipos de moscas blancas transmiten otros virus, como Crinivirus e
Ipomovirus de manera semipersistente y los Carlavirus, Nepovirusy algunos Ilpomovirus de manera
no persistente, se estima que éstos no constituyen grupos virales de importancia que causan
pérdidas significativas en cultivos horticolas. Por otro lado, los Begomovirus si causan pérdidas
significativas en muchos paises (Bedford et al., 1994; Brown et al., 1995; Wahyono, et al., 2023;
Varmayy Singh, 2024.).

Si bien no existe certeza del momento exacto en que la mosca blanca ingresé a Argentina, se
registraron tanto B. tabacicomo T. vaporariorum en la década de 1980-1990 (Viscarrety Botto,
1996; Botto, 1999). Se encontré a B. tabaci como plaga predominante en plantaciones de soja,
algodény cultivos horticolas, mientras que T. vaporariorum se registré mayoritariamente en cultivos
horticolas bajo cubierta (Viscarrety Botto 1996; Viscarret, 2000). Ademas, a partir del aio 2000 se
registré la transmisién de virus por B. tabaci en Bella Vista, Corrientes, provocando importantes
danos en los cultivos de esa zona (Caceres et al., 2005a; 2005b). Desde 2001 se ha convertido en
unade las principales plagas de cultivos horticolas en todo el pais (Chacén-Castroy Lopez, 2010). En
San Juan se ha detectado su presencia afectando cultivos de melén desde 2005 (Cortez, 2008). Se
pensaba que las poblaciones de mosca blanca en la Argentina pertenecian al biotipo MEAM 1
(Middle East-Asia Minor 1), pero se ha observado la presenciade un complejo criptico de especies
nativas de B. tabaciafectando cultivos de algodény sojadenominadas complejo “New World 2” en
la Regidn Pampeana (Alemandri et al., 2012). Este nuevo complejo, junto con el MEAM1, ha sido
detectado también en zonas centrales del pais, como Cérdoba (Alemandri et al., 2014).
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Capitulo 3: Hongos Ascomicetes, antagonistas y simbiontes.

Resumen.

En este capitulo se presentainformacién sobre hongos ascomicetes, antagonistas y simbiontes, con
énfasis en las caracteristicas bioldgicas de hongos de los géneros Metarhiziumy Trichoderma y su
uso como agentes de control bioldgico.

Agentes de Control Bioldgico.

El uso de agentes de control bioldgicos (ACB) aparece como una forma viable para controlar plagas
gue afectan a los productores agricolas temporada tras temporada. En la actualidad son multiples
los estudios que evidencian los beneficios deluso de agentes biolégicos para el control de plagas de
artropodos y enfermedades delos cultivos (Wright et al., 1988; Bélangeretal., 1995; Lecuona, 1996;
Zimand et al., 1996; Arismendyy Orduz, 2002; Caceres etal., 2005; Wright, 2007; Bettiol y Morandi,
2009; Alemandri et al., 2012). Segln la NIMF (Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias,
2005), un agente de control biolégico es un enemigo natural, antagonista o competidor u otro
organismo utilizado para el control de plagas. La tendenciadel uso de hongos antagonistas para el
control de fitopatégenos permite la consolidacidn del interés hacia la investigacién, ampliando los
microorganismos de naturaleza fungica de uso contra especies plagas en la agricultura. Los
mecanismos de accidon a través de los cuales los ACB afectan a los organismos fitopatégenos son:la
antibiosis, micoparasitismoy competencia (Altieri, 1995). En lo que respectaa los fitopatégenos de
las partes aéreas se pueden considerar al micoparasitismo y la antibiosis (Bélanger et al., 1995). La
antibiosis es el proceso de secrecién de compuestos antimicrobianos por hongos antagonistas para
suprimiry /o matara los hongos patdgenos en la proximidad de su drea de crecimiento (Schirmbock
et al., 1994). La competencia porespacio o nutrientes, yaque muchos microorganismos viven tanto
dentro (endofiticas) como sobre (epifiticas) los tejidos de las plantas, y su presencia evita que los
patdgenos puedan germinar y/o desarrollarse (Hernandez et al., 2021).

Entre los antagonistas mds estudiados se encuentran microorganismos pertenecientes alos géneros
Streptomyces (Bacteria: Actinomicetales: Streptomycetaceae), Pseudomonas (Bacteria:
Pseudomonadales: Pseudomonadaceae), Agrobacterium (Bacteria: Rhizobiales: Rhizobiaceae),
Bacillus (Bacteria: Bacillales: Bacillaceae), Ampelomyces (Fungi: Pleosporales: Phaeosphariaceae);
Trichoderma (Fungi: Hypocreales: Hypocraceae) y Gliocladium (Fungi: Hypocreales: Hypocraceae)
(Consuegra, 2003). Metarhizium (Metschnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae)
(Zimmermann, 2007).

El phylum Ascomycota estd conformado por hongos que presentan hifas septadas que se
diferencian en conidiéforos, células conidiégenas y conidios, siendo estos ultimos las estructuras
reproductivas asexuales. También presentan una estructura de saco que contiene las ascosporas
(esporas sexuales). Dentro del Phylum Ascomycota se encuentra el grupo mas ampliamente
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representado entre los patégenos de insectos (hongos entomopatdgenos). Los hongos
entomopatdgenos son microorganismos capaces de infectar y provocar la muerte de diferentes
grupos de artrépodos. La unidad infectiva es el conidio, que se forma a partir de las células
conididgenas o fidlides, estos se adhierenal tegumentodelhospedador Los conidios estan rodeados
de una capa de proteinas hidrofobinas que facilitan la adhesiéon de forma pasiva a superficies
hidrofdbicas como lo es la cuticula (Holdery Keyhani, 2005), emiten un tubo germinativo, en algunos
casos con formacién de un apresorio, degradandoy penetrando la cuticula por medio de la presion
mecdanica ejercida y de la secrecidon de enzimas tales como lipasas, proteasas y quitinasas,
ingresando en elhospedador, (Clarksony Charnley, 1996). Este proceso generalmenteocurre enlas
partes mas débiles de la cuticula del hospedador tales como membranas intersegmentales, zonas
de insercién de las patas y mandibula. Una vezenel interior delinsecto, el hongo se multiplica por
gemacion dando formas unicelulares llamadas blastosporas, similares a cuerpos hifales, proliferan
rapidamente por gemacion y circulan a través de la hemolinfa. A diferencia de los conidios, estas
presentan propiedades hidrofilicas. Este crecimiento en forma levaduriforme posee caracteristicas
en la pared celular que le permite evadir la respuestainmune del hospedador (Wanchoo et al.,
2009). A su vez las hifas invaden el hemocele, érganos y tejidos, causando la muerte del insecto
debido a que progresivamente se va deteniendo su circulaciéon y el sistema de 6rganos del
hospedador comienza a fallar. En algunos casos estos hongos pueden producir toxinas que
intervienen en la muerte del insecto hospedador. Luego se produce la emersion del hongo y la
esporulacién externa, tomando un color caracteristico segln cada especie, para reiniciar de esta
forma el ciclo de infeccién (Lecuona, 1996).

Antecedentes de Trichoderma spp.

La clasificacion taxondmica de este hongo (Teleomorfo), dada porelSistema Nacional Argentino de
Vigilancia y Monitoreo de plagas (SINAVIMO) es: Eucariota, Reino: Fungi, Divisién: Ascomycota,
Subdivision: Pezizomycotina, Clase: Sordariomycetes, Orden: Hypocreales, Familia Hypocraceae,
Género: Hypocrea, Especie: (ejemplo) Hypocrea lixii; Trichoderma harzianum Persoon, (1969)
(Anamorfo). Este hongo esta presente en lamayoria de los suelos cultivados, es un hongo simbionte
de las plantas y saprofito facultativo, también se lo conoce como hiperparasitoide de otros hongos
(Bissett et al., 2015; Monte, 2015; Rahimi-Tamandegani et al., 2020).

Las especies de Trichoderma son haploidesy su pared esta compuesta por quitina y glucano. Se
reproducen asexualmente por conidios. Presentan conidiéforos hialinos ramificados, fidlides
simples o en grupos, conidios de 3 a 5 um de didmetro, generalmente ovalados, unicelulares,
coloreados (usualmente verdes); de rapido desarrollo en medios sintéticos y tiene la capacidad de
producir clamidosporas en sustratos naturales, estas estructuras son de vital importancia para la
sobrevivenciadelgéneroen elsuelo bajo condiciones adversas (Blaszczyk et al., 2014; Sandle, 2014;
Qiao etal., 2018). El organismo crece y se ramifica desarrollando tipicas hifas, de 5a10 um de ancho
(Martinezetal., 2013). La temperatura éptima para su crecimiento en agar y produccién de micelio
estaentre 20 y 28° C, aunque crece bien entre 6y 32° C. El contenido minimo de humedad para su
crecimiento vegetativo es del 92% y para su esporulacion es de 93 al 95%. Tiene cierta respuestaa
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la luz, especialmente azuly violeta que promueve laformacion de esporas, el crecimiento de micelio
y la coloracién (Hidalgo, 1989; Domsch et al., 1993).

El género Trichoderma fue descrito por Persoon. Posteriormente 1969, Rifai hizo el primer
agrupamiento en especies agregadas quese utiliza hasta el presente, a pesarde las dificultades que
se presentan para la identificacion de especies poreste método (caracterizacién visual), debidoala
cercania morfoldgica y la evolucién de estas. Propuso nueve especies agregadas: T. piluliferum
Webstery Rifai, (1969), T. polysporum (Link ex Pers) Rifai, (1969), T. hamatum (Bon) Bain, (1969), T.
koningiiRifai, (1969), T. aureoviride Rifai, (1969), T. harzianum Rifai, (1969), T. longibrachiatum Rifai,
(1969), T. pseudokoningii Rifai, (1969) y T. viride Pers ex S. F Gray, (1969). Estas especies se
identificaron teniendo en cuenta diferencias morfolégicas y fisioldgicas, como tipo de ramificacién
del conidiéforo, forma del conidio, crecimiento y coloracién de la colonia, entre otras (Martinez et
al., 2013). Hasta el presente se han descrito cerca de 40 taxones de Trichoderma spp., basados en
la morfologia del anamorfo. Del orden de los Hypocreales, el nimero real podria ser mas de 200
taxones. Lanomenclaturade estos hongosescompleja debido a su pleiomorfismo, es decir, algunos
de ellos pueden existir en dos etapas morfoldgicay fisioldgicamente diferentes. La fase sexual
(telemorfo) se conoce porelnombre genérico Hypocrea, mientras que la etapa asexual (anamarfico
0 mitospdrico) se denomina Trichoderma (Druzhina et al., 2011).

Caracteristicas morfoldgicas del género Trichoderma.

Caracteristicas macroscdpicas: las colonias por lo general crecen rapidamente, crece con micelio
sumergido en elmedio de cultivoy eventualmente con micelio aéreo hialino variado, flocoso, lanoso
o aracnoideo, dependiendo de lacepay elmedio de cultivo. Al reverso, puede no presentar coloro
de color amarillo claro, amarillo, ambar, opaco rojizo o amarillo verdoso. Olor en su mayoria
pronunciado o débil, caracteristico del género, sugiriendo coco o alcanfor. Caracteristicas
microscopicas: los conidiéforos son erectos, hialinos, en su mayoria ramificados, no verticilados,
pueden sersolitarios o en grupos. Las fidlides son en forma de botella, Unicas o en grupos, hinchadas
en la regidn central pero delgadas hacia el dpice; son hialinas y en angulo recto respecto a los
conidiéforos. Los conidios son unicelulares subglobosos y oblongos, lisos o equinulados, hialinos o
verdesyocurren en masas en los dpices de las fidlides (Barnetty Hunter, 1972; Arango et al., 1988).

Las siguientes caracteristicas se tomaron de Jaklitsch et al. (2006):

Conididforos: en lamayoria de las especies presentan un amplio eje principal ramificado a intervalos
regulares, generalmente con ramas sucesivas apicales y distales progresivamente mas cortasy mas
estrechas; ramas mds o menos divergentes, solitarias, pareadas o en verticilos; la ramificacidn
vertical repetitiva puede dar como resultado una estructura piramidal altamente ramificada; en
algunas especies, laramificacién es menos regular con ramas solitarias o emparejadas y no se vuelve
a ramificar ampliamente. Fidlides de células conididgenas: tipicamente dispuestas en verticilos
divergentes en el extremo de las ramas del conidiéforo, o en espirales directamente debajo de
septos a lo largo del conidiéforo y ramas, por lo demas pareadas o solitarias e irregularmente
dispuestas; cilindrica, subulada, lageniforme, ampulliforme o subglobosa; Por lo general, se atenua
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a un cuello estrecho, cilindrico corto, que contiene un conidio. Conidios: unicelularesde 3 a 5um de
largo, tipicamente verdesoincoloros, grisaceos o pardos; de paredeslisas a claramente rugosas, o
con sinates, proyecciones abombadas o en forma de alas desde la pared exterior; subglobosa,
obovoide, elipsoide, oblonga o semicilindrica; acumulando en cabezas gloeoides, a veces encerradas
enunavainaenformade saco visible agrandes aumentos. Clamidosporas: Las clamidosporas suelen
estar presentesyabundanamenudo, especialmente en el micelio sumergido; Intercalar, o terminal
en ramas laterales cortas de hifas vegetativas; globosas a elipsoides, incoloras a palido amarillento
o verdoso, de paredes lisas y a veces gruesas (hasta 4 um). Hifas: Las hifas vegetativas suelen ser
hialinas, de pared lisa, 2 a 10 um de ancho, con menos frecuencia (o en el micelio sumergido) de

color amarillo palido, con engrosamientos irregulares de las paredes y hasta 16 um de ancho (ver
figura 1).
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Figura 1. Image
de cultivo SNA (Synthetic Nutrient-Poor Agar). A - G: Conidiéforos. H: Conidia. I: Clamidosporas.
Escala visual: A - G, | = 20 um, H =10 um. Fuente de las imagenes: Jaklitsch et al. (2006).

Muchas especies de Trichoderma han sido desarrolladas como eficientes agentes de control
biolégico de enfermedades y muchas cepas se han registrado con un uso comercial en la proteccién
de plantas tales como T. harzianum, T. atroviride, T. virens, T. hamatum, T. asperellum, T.
asperelloides y T. gamsii (Lorito et al., 2010). Otras especies tal como T. reesei son usadas como
productoras de enzimas para su aplicacién en la biotecnologia (Penttila et al., 2004). Son siete las
especiesde Trichoderma con la secuenciacién de sugenoma publicado y analizado (Martinezetal.,
2008; Mukherjee et al., 2010; Kubicek et al., 2011). Algunas cepas de Trichoderma spp. son
conocidas por interactuar con las plantas generando efectos benéficos como la estimulacién de las
defensas de las plantas, aumento en el desarrollo de las raices, promocién del crecimiento,
activacion de la germinacidn de las semillas, incremento de los contenidos de clorofila en las células
fotosintéticasy consiguiente aumento en la eficienciafotosintética, atenuador de estreses abidticos
en la planta yaumentando la eficiencia de toma en la absorcidn de nutrientes (Shoresh et al., 2010;
Hermosaet al., 2012). Algunos de estos efectos benéficos podrian sertransferidos alas plantas por
medio de la integracién de genes del hongo dentro del genoma de la planta (Lorito et al., 1998).
Algunas especies poseen habilidades para incrementar la tasa de crecimiento y desarrollo de las
plantas, en especial de su sistema radicular. Este controlador biolégico secreta mdas de 70
metabolitos, entre ellos sustancias estimuladoras del crecimiento y desarrollo de las plantas
(Harman et al., 2004). El mismo autor encontrd que una cepa de Trichoderma sp. contribuye al
crecimiento en la profundidad de las raices de maiz y otras gramineas haciendo que estos cultivos
sean mas resistentes ala sequia(Harman, 2001). Otros estudios demostraron aumentos en la tasa
de germinacion de semillas que fueron inoculadas previamente con esporas (Chet et al., 1997).

Los efectos de Trichoderma spp. sobre enfermedades aéreas que ocasionan dafio en follaje y frutos
de diversas plantas han sido documentados en numerosos estudios con distintas cepas. Se logré
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inhibir la esporulacion de B. cinerea en flores y vainas de alfalfa (Li et al, 2004) y reducir el
alargamiento del tubo germinal o germinacidn de conidios del patégeno en hojas de haba (Zimand
et al, 1996). En la Argentina, un aislado de T. harzianum redujo el crecimiento del patégenoy
disminuyd la germinacién de los conidios (Mdnaco et al., 2006, 2009) y en pulverizaciones de tallos
de rosal con T. atroviride, se logré el control del tizdn ocasionado por B. cinerea (Wright, 2007). El
género Trichoderma tiene la capacidad de producir compuestos organicos volatiles y no volatiles,
gue juegan un papel importante inhibiendo el crecimiento y desarrollo de microorganismos
fitopatdgenos. Las interacciones micoparasitarias fueron descritas por (Cook, 1993) como:
sustitucién (antagonismo unilateral), estancamiento (antagonismo mutuo), y entremezcla (sin
antagonismo). El micoparasitismo de Trichoderma spp. es un proceso complejo que involucra una
serie de eventos que resultaen la muerte de las hifas de los fitopatdgenos. Este proceso inicia con
elcrecimiento trofico delagente de control biolégico hacia elfitopatdgeno, posteriormente las hifas
se enrollan sobre las del huésped y disuelven su pared celular, por la activacion de enzimas
hidroliticas, las cuales estan asociadas con la penetracién fisica de la pared celular (Chet et al., 1997).
El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula hospedante,
mostrando sintomas de disgregacién. Diferentes interacciones hifales estan involucradas en el
micoparasitismo, tales como: enrollamiento, penetracién, vacuolizacién, granulacién, coagulacion,
desintegraciéon vy lisis. En cultivos duales se observé que el crecimiento de Trichoderma sobre el
patégeno no es garantia de alta capacidad parasitica, ya que las hifas de ambos pueden compartir
espacios en el sustrato sin parasitar uno al otro (Martinez et al., 2013).

La competencia por espacio y/o nutrientes ha sido considerada uno de los mecanismos clasicos de
control bioldgico de este género. Especies de Trichoderma tienen una rapida tasa de desarrollo, lo
qgue hace que seaun fuerte competidor por espacio ala hora de colonizar la rizésfera. Por otra parte,
tiene una capacidad superior para movilizarse y tomar los nutrientes delsuelo, siendo muy versatil
para utilizar sustratos como fuente de carbono y nitrégeno, lo que permite colonizar un medio
rdpidamente, evitando la proliferacion de otros microorganismos en el mismo hdbitat. Podrian
competir y secuestrar los iones de hierro presentes en el suelo mediante la liberacidon de
compuestos conocidos como sideréforos (Srinivasan et al., 1992).

Ciertas cepastienen la capacidad de sintetizar enzimas que degradan la pared celular de los hongos
y de otras sustancias que inducen resistencia (Abdo et al., 2008). La resistencia inducida es la
respuesta de la planta, provocada por microorganismos que estimulan una defensa ante ciertos
patégenos, a los que la planta antes era sensible. Se observé que, de manera similar a hongos
micorricicos, Trichoderma spp. coloniza las raices de las plantas y estimulalas defensas de estas. La
produccién de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) y compuestosde bajo peso molecular
con propiedades antimicrobianas (fitoalexinas), son algunas de las moléculas desencadenantes de
la defensa de la planta (Harman et al., 2004).

La capacidad que tienen las especies de Trichoderma para producir metabolitos secundarios que
degradan la pared celular de hongos fitopatdgenos como quitinasas, proteasasy glucanasas podrian
ser efectivos paradegradar la cuticula de los insectos, siendo el género Trichoderma un organismo
“multifacético” capaz de ser implementado en distintos usos sobre el manejo integrado de plagas.
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Actualmente se encuentran registradas varias cepas delgénero aisladas de insectos de los érdenes:
Hemiptera, Hymenodptera, Isdptera, Lepiddptera y Thysandptera (USDA-ARSEF, 2014).

Antecedentes de Metarhizium spp.

El género Metarhizium Sorokin, (1879) incluye a un grupo de hongos filamentosos que presentan
coloracién verdosa cuando esporulan. Segun elSistema de Informacion de Biodiversidad Argentino
(SIB) la clasificacion taxondmica (Anamorfo) corresponde a: Eucariota, Reino: Fungi, Division:
Ascomycota, Clase: Sordariomycetes, Orden: Hypocreales, Familia: Cordycipitaceae, Género:
Metarhizium, Especies:(ejemplos) Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, (1883); Metarhizium
cf. flavoviride W. Gamsy Rozsypal, (1973) (teleomorfo: sospecha en Metacordyceps). La primera, ha
sido nombrada de varias formas con el pasar de los afios como: Isaria anisopliae (Mestch.) R.H.
Pettit, (1895); Penicillium anisopliae (Metsch.) Vuill, (1904); Metarhizium album Petch; Metarhizium
brunneum Petch y Metarhizium anisopliae var anisopliae, (1976).

Caracteristicas morfoldgicas del género Metarhizium.

Conidiogénesis ocurre en himenio denso. Forman esporodoquios o sinemas. Los conidiéforos se
ramifican repetidamente en angulos amplios y se asemejan a los candelabros (aunque la
observacién de conidiéforos individuales es dificil). Células conidiogénicas claviformes o cilindricas,
con un apice redondeado a cénico, sin cuello evidente; lapared apical se engrosa progresivamente
a medida que se producen los conidios. Conidios producidos en cadenas largas; las cadenas a
menudo se adhieren lateralmente para formar columnas prismaticas o placas sdlidas (Luangsa-ard
et al., 2007).

En el género Metarhizium se han reportado nueve especies: M. anisopliae, M. guizhouense, M.
pingshaense, M. acridum, M. lepidiotae, M. majus, M. globosum, M. robertsii y M. brunneum
(Bischoff etal., 2009). Metarhizium anisopliae, se caracteriza por presentar conididforosramificados
en forma de candelabro y densamente entrelazados. Las células conidiégenas forman una
estructura de himenio, el esporodoquio. Los conidios, de color verde, son ovalados dispuestos en
forma de cadenas que se adhieren entre silateralmente (Humber, 2012). Metarhizium anisopliae
posee dos variedades que se diferencian principalmente por el tamafio de sus conidios: la variedad
mas comun anisopliae de conidios pequefios(3,5-9,0um) y la variedad majorde conidios grandes
(9,0-18 um) (Domsch y Gams, 1980; Kirk et al., 2001) (ver figura 2).
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Figura 2. Metarhizium koreanum Kepler, S.A. Rehner y Humber, (2015) y Metarhizium brasiliense
Kepler, S.A. Rehner y Humber, (2015). A-F. M. koreanum. A, D. Conidios. B, C, E, F. Conidiéforos
ramificados y células conidiégenas cortas y en bloque. H-K. M. brasiliense. H. Poblacién mixta de
tipos conidiales cortos y largos. |. Presentacién de la superficie del himenio, - produccidon
entremezclada de conidios cortos y largos. J. Células conidiégenas individuales que forman
principalmente sélo uno de los dos tipos de conidios (cortos y largos); Los fasciculos de cadenas de
conidios largos se indican con flechas. K. Conidiéforos ramificados y células conididgenas cortas y
en blogue. Fuente de las imagenes: Kepler et al., (2014)

Los hospedadores de M. anisopliae usualmente estan cubiertos con una trama de micelio blanco
con conidios verdes, lo que le da una apariencia pulverulenta. Micelio septado, ramificado y de
paredes lisas y hialina. En agar papa glucosado, el hongo crece muy rapidamente, alcanza un
didmetro de 50 a 60 mm en 14 dias a 25° C. Los conidiéforos se pueden dividir en longitud y ancho
dependiendode laedad, enforma peniciliada, en forma de empalizada, formando apicalmente una
capa de esporas en columna. Filiades cilindricas, alargados, ligeramente pubescentes con un apice
conico, cuello ausente de 5-7 x 2 um. Conidios en cadenas que se agrupan en columnas,
ampliamente elipsoidal a cilindrica, de paredes lisas, de una sola |dmina, apiculadas, hialinas al
principio, en masa de verde a verde oscuro. M. anisopliae es otra especie que ha migrado desde el
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ecosistema natural hasta el agricola. Se ha estudiado para el control de plagas de insectos en la
agricultura (Luangsa-ard et al., 2007).

Porotro lado, losinsectos hospedantes de Metarhizium flavoviride W. Gams & Rozsypal, (1973) son
en su mayoria hemipteros (ninfa y adultos). Presentan micelio flocoso que tiene conidios de color
verde palido, a veces concentrados alrededor del térax o las patas del insecto. En agar papa
glucosado, las colonias tienen un crecimiento relativamente rapido, alcanzando un didmetro de 30
- 40 mm dentrode los 14 dias a 25° C. Las colonias a simple vista se tornan de color verde amarillo
palido al inicio de la esporulacién. Conidios alargados o cilindricos, 5 - 7 x 2 um, soportados en
cadenas en fidlides cilindricas de 4 - 8 x2 um. Conidioéforos poco agregados (Luangsa-ard et al., 2007).

Entre los entomopatdgenos, los hongos Hypocreales (Ascomycota) son considerados como
patégenos facultativos, infectando un amplio rango de d6rdenes de insectos. La muerte del
hospedador estd asociada cominmente a la produccién de toxinas, a diferencia de los hongos
Entomophthorales enlos que la muerte delinsecto hospedadorocurre debido a la colonizacion de
tejidos existiendo pocas referencias de la participacién de toxinas (Humber, 1984). La barrera
defensiva de los insectos contra las infecciones fungicas puede estar dada a nivel cuticular,
inmunoldgico o de comportamiento, el rango de especificidad puede variar desde una espedi,
como Massospora cicadina Peck, (1878) (Zygomycota) que crece Unicamente en la cavidad
abdominal de las cigarras (Hemiptera: Cicadidae), hasta una amplia diversidad de especies
hospedadoras como es el caso del hongo M. anisopliae que infectadiferentes drdenes de insectos
(Boucias y Pendland, 2012).

Aproximadamente el 80% de los productos de EPF (Hongos entomopatdgenos con sus siglas en
inglés) comercialmente disponibles se basan en los géneros Metarhizium y Beauveria (de Faria y
Wright, 2007). Para el control bioldgico de plagas de artropodos, los miembros del género fungico
entomopatdégeno Metarhizium se encuentran entre los candidatos mas prometedores
(Zimmermann, 2007). Metarhizium spp. tienen una distribucion mundial, una amplia gama de
hospedantes y han demostrado ser eficaces contra muchas plagas agricolas importantes,
incluyendo: saltamontes, langostas, mosquitos, salivazos, trips, moscas blancas e incluso garrapatas.
(Roberts y St. Leger, 2004; Zimmermann, 2007). Algunas investigaciones han destacado su
importante papel como colonizadores de raices con potencial para ayudar en la adquisicién de
nutrientesy en la promocién del crecimiento de las plantas. (Sasan y Bidochka, 2012; Behie y
Bidochka 2014). Los hongos entomopatdégenos producen una amplia variedad de enzimas
hidroliticas extracelulares que incluyen lipasas, proteasas, quitinasas, fosfolipasa C y catalasa (Santi
et al., 2010). Algunas enzimas que degradan la cuticula son determinantes de la virulencia (Nunes,
et al., 2010; St. Leger et al., 1998).
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Capitulo 4: Obtencion de microorganismos.

Resumen.

En este capitulo se presenta la metodologia utilizada para el aislamiento de microorganismos
promisorios como Agentes de Control Bioldgico. Se realizd un trabajo de busqueda de producciones
agropecuarias, asi como de vinculacién y coordinacién entre productores florihorticolas e
instituciones publicas. Se presenta una breve resefia del contexto social en el que se encontraban
los productores visitados y se mencionan, en algunos casos, el contexto porel cual los productores
deciden haceruntrabajo de transicidn agroecolégica, sin la utilizacién de agroquimicos. De un total
de 41 muestras de suelo recolectadas, se logré obtener un total de 5 aislamientos del género
Metarhizium y 15 aislamientos del género Trichoderma, por medio de 2 métodos de aislamiento
(diluciones seriadas e insecto trampa).

Introduccion.

Para la recoleccién de muestras de suelo, se contactd a agricultores y/o producciones agropecuarias
que no utilizan agroquimicos en su esquema productivo, para poder aislar la mayor variedad de
microorganismos de interés en las muestras recolectadas. Si bien todas las fincas visitadas se
diferenciaban ampliamente unas de otras en los métodosproductivos, todas se vinculaban bajo una
misma premisa: “No utilizar agroquimicos para la produccion de alimentos”.

Las muestras de suelo fueron recolectadas de predios que seguian una tendencia productiva
agroecoldgica durante el transcurso del afio 2018. Los predios visitados fueron: Producciéon
agroecoldgica de Bernardo Castillo (Calle 519, s/n, El Pato, Buenos Aires.), Organizacion 1610 (Calle
1610, La Capilla, Buenos Aires.), Huerta agroecoldgica Santa Elena de Elena Senattori (Camino
Parque Pereyra Iraola s/n, Pereyra, Buenos Aires.), Produccién Agroecolégica M. G. (Camino
s/nombre, Esteban Echeverria, Buenos Aires.), Cooperativa U.T.T. agrupacion Jauregui. (Camino
s/nombre, Lujan, BuenosAires) y delcampo experimental de la Catedrade Horticultura Facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (Av. San Martin 4453, Ciudad Auténoma de Buenos
Aires). Informacion detallada de las muestras recolectadas se pueden observar en la Tabla 1. Cada
agricultor o conjunto de agricultores se volcd hacia esta forma productiva por diversas razones. A
continuacidn, se resume en parte, el perfil y/o historia de cada caso en particular.

Perfil de cada produccidn visitada.

M. G. Agroecoldgico: Este predio productivo esta ubicado en Monte Grande provincia de Buenos
Airesy esadministradoy trabajado por sus dueios; Marianay Guillermo. Ellos viven en el predio de
3 ha., en el que desde hace 10 aios realizan tareas de recuperacién de fertilidad y estructura del
suelo, debido a que anteriormente la regién habia sido habitada por personas que se dedicaban a
la produccién de ladrillos, para lo cual fue removida la capa superficial del suelo como material
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basico de la fabricacidn de los mismos. Tanto Mariana como Guillermo son Ingenieros Zootecnistas,
lo que implica un conocimiento del rubro agropecuario técnico. En un comienzo realizaban
agricultura de manera convencional (utilizacién y dependencia de insumos externos de sintesis
guimica para el control de plagas y el manejo de la fertilidad del suelo principalmente). Luego de
enfrentar problemas de salud derivados del uso de agroquimicos, decidieron comenzar a producir
alimentos de manera agroecoldgica. En una primera instancia, realizaron pruebas de transiciéon en
la huertafamiliar, paraluego expandiresas estrategias productivas atodo el predio. Los fertilizantes
quimicos fueron los insumos externos que mayor dependencia les generaba, hasta que
aproximadamente desde el 2015, en asociacién con otros productores, realizaron un convenio con
un frigorifico local el cual les entrega en forma gratuita y periddica, cargas de camién con contenido
intra-ruminal. Este residuo de la industria ganaderase mezcla con tierra, viruta y algin otro tipo de
materia organica disponible en el momento (restos de poda, rastrojo, paja, otros.) y se composta
por al menos 30 dias. Luego de ese periodo es incorporado al suelo productivo donde se deja
reposar unas semanas antes de la siembra o plantacidn. Gracias a esta accién cooperativista con
otros productores y con un frigorifico de la zona, lograron despojarse del uso de fertilizantes
guimicosy mantenerlos rendimientos productivos. M.G. Agroecoldgico, comercializa sus productos
por medio de la venta de bolsones en Zona Sur de Buenos Aires y en ferias locales incluyendo la
feria “Del productoral consumidor” de la Facultad de Agronomiade la Universidad de Buenos Aires
y son miembros del Sistema Participativo de Garantias de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires.

Organizacién 1610: De la organizacion 1610 se recolectaron muestras del predio de 3 hectdareas
trabajadas por Victor Vicente Mamaniy sus 2 hermanos Luis y Simén Mamani, ubicado en La Capilla,
provincia de Buenos Aires. Estos agricultores de nacionalidad boliviana estan radicados en Argentina
hace varios afios y el predio donde realizan agricultura lo alquilan hace 18 afios. Si bien trabajan el
mismo predio hace varios afios, la condicidon de arrendatarios siempre esincierta, asicomo también
los aumentos en los valores de la renta de terreno.

Estos productoresiniciaron una transicion productivafomentada por los consumidores, quienes al
buscar alimentos que se producen libres de agroquimicos, moldearon en parte, lamaneraenque la
organizacion 1610 fue produciendo alimentos. Hoy en diarealizan practica de manejo terapéuticas,
pero con preparados caseros y naturales (preparados con alcohol y ajo, purin de flor del paraiso,
incorporacion al suelo de guano de pollo), y en menor medida manejos de disefio espacial
(asociacion de cultivos, corredores bioldgicos, rotacion espacial y temporal de cultivos, entre
muchos otros posibles). Venden su produccién en distintas Ferias y nodos de bolsones, entre ellos
la Feria “Del productor al consumidor” y “El Bolsén Soberano” en la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires, y son miembros del Sistema Participativo de Garantias de la misma
facultad.

Cooperativa U.T.T. Jauregui: Un grupo de pequeiios productores horticolas y floricolas de la cuenca
Abasto de La Plata, nucleados en la Cooperativa Unién de Trabajadores de la Tierra (U.T.T.), en
busquedade acceso a la tierra y mejores condiciones socio-productivas, en diciembre delafio 2015
lograron obtener un predio como usufructo, donde esta previsto se radiquen 50 familias (hasta el
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2018 eran 20 familias radicadas en el predio, las cuales trabajan de 15 a 18 hectareas). Este predio
endesuso porvarios ainos y cedido de por el Estado Nacional, es el predio delex — Instituto Nacional
“Ramayodn Lopez Valdivieso”, ubicado en la cercania de Jauregui, partido de Lujan, Buenos Aires.
Cuenta con aproximadamente 80 hectareas. Actualmente los productores se enfrentan a una
transicién productiva, enla que realizan practicas de manejo basadas entecnologia de procesoy en
la utilizacidn de insumos naturales de fabricacién casera. Estos productores realizan venta directa
de sus productos a través de ferias libres, nodo de bolsones y mercados agropecuarios de la
organizacion U.T.T.

Santa Elena Agroecoldgica: Esta produccion agroecoldgica de hortalizas pertenece a Elena Senattor,
qgueda ubicada dentro de los limites del Parque Pereyra Iraola, provincia de Buenos Aires. Esta
agricultora produce hortalizas anuales, como tomate (Solanum lycopersicum), lechuga (Lactuca
sativa L. (1753)), acelga (Beta vulgaris var. Cicla L. (1753)), puerro (Allium ampeloprasum var.
Porrum L. (1753)), brécoli (Brassica oleracea var. Itdlica L. (1753)), espinaca (Spinacia oleracea L.
(1753)), zanahoria (Daucus carota L. (1753)), berenjena (Solanum melongena L. (1753)), zapallo
(Cucurbita pepo L. (1753)), otros, bajo cubierta y en descubierto. Estas hortalizas son
comercializadas de maneradirecta por medio de bolsonesy puestos enferias libres. En el afio 1949
estas tierras son expropiadas de la Familia Pereyra Iraola (10.248 hectéreas) a través del decreto
N°1465, donde pasan a sertierras destinadas a reservas forestales y fomento de la agricultura. Este
territorio abarca un total de 1.200 hectdreas cedidas para la explotacion de tierras y su produccion,
donde actualmente 1.000 hectéreas estan dedicadas al cultivo de alimentos y divididas entre 159
quintas, que manejan entredosy cinco hectdreas cada una. (Fuente: Ministerio de Asuntos Agrarios
de la provincia de Buenos Aires, 2007). En el afio 1998 el gobierno provincial decidié desalojar a los
productores con la acusacion de que utilizaban agroquimicos altamente contaminantes, donde
segun el gobierno provincial el desalojo erala solucién y no un acompafiamiento técnico dentro de
un programa estatal de conversién productiva. Muchos productores coinciden en que los fines que
perseguia el gobierno provincial no era un fin conservacionista, si no que un fin lucrativo donde
buscaba la ampliacion de terreno para la construccidon de barrios privados y “countries”. Bajo la
presién del gobierno provincial y la inminente amenaza de desalojo de las tierras, es que los
productores nucleados en el Parque Pereyra lIraola se vieron envueltos en una transicién
agroecoldgica abrupta, apoyada por el programa Cambio Rural Bonaerense y técnicos
especializados en agroecologia. Dicha transicidn se basa principalmente en la utilizacién de
preparados caseros para el control terapéutico de plagas, diversificacion temporaly espacial de los
cultivos, inclusién de plantas aromaticas para repeler insectos plagas y atraer controladores
biolégicos (depredadores, parasitoides, competidores por recursos), reciclado de los desechos,
manejo de la fertilidad del suelo por medio de abonos naturales y preparados bioldgicos, trabajo
justo paralos empleados, comercializacién directa de productoraconsumidor, entre otras variables
de manejo posibles.

La situacidn en particular de la produccidn agroecolégicade Santa Elena en términos de conversion
de sistema productivo es un proceso complejoy digno de ser ampliamente estudiado. Ejemplos de
estudios como el de Avila (2013), “Desalojo agrotéxicos: Agricultura ecolégica en el Parque Pereyra
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Iraola” o el de Manfrino et al., 2018 “Alternativas agroecolégicas para el control de insectos en
cultivos horticolas en el Parque Pereyralraola” son trabajos que retratan en parte la historia vivida
por la produccién de Santa Elena Agroecoldgica y la situacién productiva actual de la zona.

Bernardo Castillo: Bernardo Castillo es un productor horticola de nacionalidad boliviana que
produce verdurasen la zona de El Pato, Provincia de Buenos Aires, Argentina. Hace mas de 15 afos
gue se dedicaala agricultura en ese sectory es duefio de aproximadamente 3 hectareas quetrabaja
con ayuda de 2 familiares (hermanoy sobrino). En un principio Bernardo era un productor floricola
gue realizaba practicas convencionales de manejo, con gran utilizacidon de insecticidas, fungicidas,
fertilizantes quimicos y hasta luz artificial para modificar el ciclo fenolédgico de sus crisantemos
(Chrysanthemum spp.). Elmismo se encargabade las aplicaciones de estos productos sintéticos, lo
gue condujo al deterioro de su salud y posteriormente a un cuadro de intoxicacién severo que le
significd dafosirreversibles. Tras este episodio Bernardo realizé un cambio rotundoy drastico enla
conversidon de una mono produccién de flores de corte altamente subsidiada por insumos de gran
impacto ambiental, a una producciéon agropecuaria poli especifica, resiliente y sin uso de
agroquimicos. El proceso de transicién agroecolégica de la finca productiva de Bernardo ha estado
influenciado y apoyado por instituciones publicas y ONGs, que promueven la formacién de
agricultores en este ambito. Hoy Bernardo casino produceflores de corte y se dedicaala produccién
de alimentos de maneraagroecoldgica, ademas de estar constantemente en contacto con sus pares
agricultores, transmitiéndoles sus saberes y acompanandolos en la transicidn productiva. Cabe
destacar que la necesidad que tiene el sector de contar con productores experimentados en
agroecologia y que difundan sus conocimientos con otros agricultores, es de sumaimportancia. De
todos los predios visitados para realizar el muestreo de suelo, el campo de Bernardo era el mas
diverso en especies productivasy asociadas, con mayores estrategias agroecolégicas para el manejo
de la produccién y comercializacidon, como por ejemplo, la utilizacién de preparados terapéuticos
caseros para el manejo de plagas, cuando fuese necesario (fermentado de ortiga, sulfo célcico,
otros), uso de corredores bioldgicos, preparacién de “Bokashi” (compostaje) para la nutricién de los
cultivos, cooperativismo con otros productores, utilizacion de semillas propias, venta de sus
productos en forma directa en ferias y por medio de bolsones, entre otras. Es miembro de la
organizacion UTT (Unidn de Trabajadores de la Tierra).

Campo Experimentalde la Catedra de Horticultura. Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos
Aires: Este campo experimental es a la vez demostrativo, donde los alumnos de grado interactian
y participan en el manejo de los cultivos. El campo experimental cuenta con dos invernaderos y
abarca alrededor de 10.000 m2 de terreno plano. En algunas partes del campo hay parcelaciones
en barbecho o descanso con sucesidon de plantas espontdneas, principalmente gramineas. Dentro
de las variedades horticolas que se cultivan en el campo se pueden nombrar: acelga, tomate,
pimiento morrdn, kale, zanahoria, lechuga, berenjenas, apio, calabaza, cebolla, puerro, pereji,
pepino, entre otros.
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Suelo y rizosfera como fuente de microorganismos.

Para los procesos de seleccién de microorganismos como agentes de control bioldgico, es
fundamental realizar un correcto muestreo de sustratos o ambientes donde se encuentren los
microorganismos con mejores caracteristicas para dicho fin. En este trabajo se utilizé el suelo como
reservorio de microorganismos, especificamente suelo de producciones agropecuarias que no
utilizan agroquimicos. El suelo, y en especial la rizosfera, son los ambientes donde existe la mayor
biodiversidad, debido a que es una regién altamente favorable para la proliferacion y actividad
metabdlica de numerosos microorganismos (Nannipieri et al., 2003). La mayor abundancia de
hongos se halla en las capas u horizontes superficiales del suelo, donde el microclima, ambiente y
disponibilidad de recursos nutricionales son favorables para el desarrollo y crecimiento de hongos
(Lavelle y Spain, 2001). El término rizésfera fue introducido por Hiltner en 1904 quien lo definié
como la parte del suelo que es influenciada por el sistema radical (Hartman, 2005). La rizdsfera es
elvolumen de sueloinfluenciado por la presencia de raices de una planta viva, cuya extensidon puede
variar de acuerdo con el tipo de suelo, la especie de planta, su edady otros factores (Foster, 1998).
Alrededor del 15% del area de las raices se considera cubierta por microorganismos especificos
(Sylvia et al., 2005). La microflora de la rizosfera es dindmica, y presenta variacion temporal y
espacial (Shivannay Vasanthakumari, 2011). Su estructura puede variar segun las caracteristicas del
suelo, el tipo de fertilizacidn, la especie vegetal y el area de la raiz considerada (Marschner et al.,
2004, Berget al., 2005). Burbano- Orjuelaen 1989 aduce que lainfluencia de la rizdsfera se extiende
hasta 2 cm. del rizoplano. Se estima que los exudados rizosféricos pueden llegar a contener entre
10 y 44 % del carbono asimilado y otra serie de compuestos, lo que contribuye generalmente aun
incremento de las densidades poblacionales de los microorganismos (Primavesi, 1984). La rizosfera
es entonces, un nicho rico en nutrientes como resultado de secreciones organicas constituid as por
mondmeros como glucosa y aminoacidos, polimeros como polisacaridos y proteinas, y restos de
raices (Hawes et al., 2003) y excreciones (Uren, 2007). Como consecuencia, se pueden detectar
niveles elevados de poblaciones de acaros, nematodos y microorganismos (Bazin et al., 1990).
Protozoos (Darbyshire y Greaves 1973; Griffiths et al., 2007) y algas (Saharan y Nehra, 2011).

Entre los microorganismos habitantes del suelo las bacterias, incluidos los Actinomicetos, son los
mas abundantes puesse lesencuentran presentes en un rango aproximado de 10° y 108 células por
gramo de suelo pesando aproximadamente 10.000 kg/ha, que representa el 5 % del total de
materiaorganica seca presente en elsuelo (Riveray Wright, 2013). La abundancia de bacterias enla
rizésfera en comparacién con otros microorganismos se puede deber a su rapido crecimientoy la
habilidad que presentan de utilizar un amplio rango de sustratos como fuentes de carbono o
nitrogeno (Glick, 1995). En cuanto a los hongos, dado su mayortamafio, aunque menor abundandi,
tienen la biomasa mas significativa (Alexander, 1994; Tate, 1995), representando un 10 a 20 % del
microbiota total, esto es aproximadamente 10° a 10° organismos/gramo de suelo (Calvo-Vélez et
al., 2008).

En la biota benéfica se encuentran microorganismos que solubilizan y fijan nutrientes, producen
sustancias promotoras del crecimiento vegetal, inducen laresistencia de las plantas a enfermedades
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0 se comportan como antagdnicos de agentes fitopatdogenos (Riveray Wright, 2013). En un sentido
amplio, los micorganismos benéficos de la rizosfera incluyen simbiontes (ciertos Actinomycetes y
hongos micorricicos) y sapréfitos de vida libre (Schippers et al., 1987). También se encuentran
hongos patdgenosy simbidticos asociados a la rizosfera, en concentraciones de alrededorde 10°a
10° unidadesformadoras de colonias por gramo de suelo rizosférico. Las especies de Zygomycetes
e Hyphomycetes son las que se establecen con mayor facilidad, dada su capacidad de metabolizar
azucares simples (Sylvia et al., 2005).

Entre las numerosas interacciones entre organismos benéficos y fitopatdgenos en la rizosfera, se
encuentran las que se establecen entre éstos Ultimosy sus antagonistas, fendmeno enmarcado en
lo que se denomina control bioldgico, que segun la definicidn cldsica enunciada por Cook y Baker
(1983) es la reduccion de la cantidad de indculo o de la actividad del patégeno capaz de producir
enfermedad, obtenida poraccién de uno o mas organismos, distintos del hombre (Riveray Wright,
2013).

A continuacién, se presenta el proceso por el cual fue realizado el muestreo de suelos, para el
posterior aislamiento de microorganismos con potencial para su uso como agentes de control
bioldgico de los fitopatdgenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum y el insecto herbivoro
Bemisia tabaci.

Hipotesis.

En producciones agropecuarias agroecolédgicas, donde no se aplican agroquimicos, existen
microorganismos fungicos del género Trichoderma y hongos entomopatégenos.

Objetivos.

Aislar hongos del género Trichoderma y hongos entomopatégenos para ser seleccionados como
promisorios agentes de control biolégico.

Materiales y métodos.
Procedimiento de muestreo.

Las muestras recolectadas se tomaron de predios horticolas que no utilizan agroquimicos. Por cada
muestra, se recolecté un total de cinco submuestras aleatorias de los primeros 20 cm de la superfice
de sueloy de la zona radicular de los cultivos presentes, las cuales se mezclaron formando una sola
muestra homogénea de 500 g aproximadamente. Dichas muestras se dispusieron en una bolsa
plastica la cual se rotuld indicando la fecha, cultivo y predio a que pertenece. Las muestras fueron
transportadas al laboratorio en un recipiente cerrado de poliestireno expandido, las cuales fueron
procesadas en un periodo de tiempo no superior a 24 horas. Las muestras se separaron e
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identificaron por productor y dentro de éste, separado por el cultivo de donde se extrajeron.

Aislamiento de hongos incluidos en el género Metarhizium.

Para la obtencidon de hongos entomopatégenos provenientes de muestras de suelo, se utilizaron
larvas de Tenebrio molitor Linnaeus, (1758) de tercer a cuarto estado larval (2,0 — 3,5 cm), como
insectos trampa levemente modificado de (Aguilera-Sammaritano et al., 2016), dichas larvas fueron
provistas por el Centro de Estudios Parasitoldogicos y de Vectores (CEPAVE). Cada muestra
recolectada se tamizé a través de un tamiz de 2mm de diametro de poro, colocando 300 g de ese
suelo humedecido en recipientes plasticos de 500 ml de capacidad con la tapa agujereada, junto
con cinco larvas de T. molitor. Estos se depositaron en unaincubadora o cdmara bajo condiciones
controladas “BRIKET NPR 121” a 182 C y 65% de humedad relativa y un fotoperiodo de 14:10 h
Luz:Oscuridad. La prospeccién de los cadaveres se realizd posterior a 7 dias de incubacién, donde
las larvas muertas con presencia de micosis externasfueron lavadas con agua destilada estérily el
signo del hongo removido con punta de ansa esterilizada y repicado en un medio de cultivo con
Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) (Merck, Alemania) mas 5 ml/100ml de cloranfenicol (figura 4). Los
aislamientos de Metarhizium spp. fueron observados con ayuda de una lupa binocular “LEICA EZ4”
observando las caracteristicas distintivas del géneroy comprobandoque no hubiese contaminantes.

Aislamiento de hongos incluidos en el género Trichoderma.

De las muestras de suelo (500g aproximadamente) se tomaron 5 g de suelo y se suspendieron en
100 ml de agua destilada estérilen un Erlenmeyery se agitaron durante 1 horaen Vértex. Luego se
tomaron alicuotas de la suspensidon madre con una micropipeta y se realizaron diluciones seriadas
hastallegar a unaconcentracién de x10°¢, siendo cada una de las diluciones sembradas en placas de
Petri de 90 mm de didmetro con APG (Agar Papa Glucosa 2 %), pH 6 y adicionando 0,2 ml
estreptomicina para evitar contaminacién bacteriana. Las placas se incubaron en estufaa 20-22° C
por 72 horas, cuando se desarrollaron colonias de Trichoderma spp. se repicaron sucesivasvecesa
placas de Petri de 90 mm de didmetro con APG hasta su purificacién. Luego se realizé una
prospeccidn visual de los aislamientos observando las caracteristicas distintivas del género y
comprobando que no hubiese contaminantes (figura 5).

Observacién microscopica.

Se observaron microscépicamente los aislamientos de manera identificarlos a nivel de género. Se
observaron lasformas reproductivas de los hongos, determinandosu forma, tamafio, agrupamiento
y color, las caracteristicas de las hifas como presencia de tabiques, grosor y forma. Tal observacién
se realizd a partir de cultivos en placas de Petri de 90 mm de didmetro con la ayuda de un
microscopio trinocular “Arcano XSZ107BNT” 160X. Luego se realizaron observacionestomando una
pequefiamuestrademicelio en pleno desarrollo, laque se colocd en unagotade liquido de montaje
(azul de algoddny agua destilada estéril) coloreando las estructuras y favoreciendo el contraste.
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Este preparado se observé en microscopio trinocular “Arcano XSZ107BNT” 160X (figura 6).

Microcultivo.

Posterior a la observacidn en medio liquido de contraste se utilizd la técnica de cultivo en
portaobjetos o microcultivo, ya que permite observar las caracteristicas del aislamiento sin
modificar su desarrolloy elarreglo yacomodo de sus partes permanecen intactos. Para estatécnica
se ubicé untrozo de papelfiltro esterilizado en elfondo de una placade Petride 90 mm de didmetro
sobre este papel se colocaron dos pequeios portaobjetos de vidrio esterilizados como material de
soporte de los portaobjetos que contienen APGy que éstos no quedaran en contacto directo con el
papel filtro en el fondo de la placa de Petri. Con un bisturi esterilizado se corté un trozo del medio
de cultivo respectivo (1,5x 1,5 mm de APG-Merck, Alemania, adicionando 0,2 ml estreptomicina) y
se coloco sobre un portaobjetos esterilizado, donde se inocularon en 2 sitios diferentes. Luego se
puso encima un cubreobjetos esterilizado, se humedecié con agua destilada estéril el papel filtro
qgue se encuentraen el fondo y se tapd con la caja de la placa de Petri (similar a figura 3). Se
incubaron en estufaa 20-22° C durante 24, 48 0 72 horas dependiendo delatasa de crecimiento del
hongo. Luego de este periodo se dispuso el microcultivo en un microscopio trinocular “Arcano
XSZ107BNT” 160X y se observaron las estructuras caracteristicas del género.

Caja de Petri

Medio de cultivo E Crecimiento i:“E
del hongo .

Porta objeto

Papel filtro humedecido

Figura 3. Ordenamiento de las partes de un Microcultivo. Fuente de la imagen: Lacey 2012.

Todos estos procedimientos anteriormente descritos se realizaron bajo condiciones de esterilidad,
bajo cdmara de flujo laminar horizontal. Todos los utensilios y materiales fueron envueltosen papel
de aluminio y esterilizados en autoclave a120° C, durante 25-30 minutos. Se utilizé alcohol 70° para
la desinfeccidn de utensilios, mesadasy superficies. Las ansas fueron esterilizadas por flameado “al
rojo vivo” en mechero de Bunsen durante 3 segundos previo y posterior a cada siembra del
microcultivo.
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Cultivos monospodricos y métodos de conservacion.

Para establecer una coleccion de cepas que garantice la autenticidad y pureza de cada aisladoy para
contar con material homogéneo de cada cepa de Trichoderma spp. y de Metarhizium spp., se
realizaron cultivos monospdricos de todos los aislamientos obtenidos, usando la metodologia
descrita por Navarro-Barranco (2006) citado por Brunner et al. (2013). De cada aislado de hongos
obtenidos, se obtuvo unasuspensiénde 1x 10 conidios/ml. Se depositaron 20 pl de la suspension
para cada caja de Petri con APG (Merck, Alemania) adicionando 0,2 ml estreptomicina para los
aislamientos de Trichoderma spp.y cajas de Petricon SDYA (Merck, Alemania) para los aislamientos
de Metarhizium spp. Esta suspension fue esparcida en la placa de Petride 90 mm de didmetro con
una espatula de vidrio esterilizada en autoclave durante 30 minutos a 120° C, la que fue incubada
en estufa por 24 horas a 20-22° C. Posterior a este periodo y utilizando una lupa estereoscdpica
binocular (LEICA, led 20x 40x, Alemania) se localizé un conidio en crecimiento aislado y se levantd
con punta de ansa estéril. El conidio en crecimiento se dispuso en una caja de Petri con medio de
cultivo respectivo y se incubd a 20-22° C. Se realizd una prospeccion diaria de los cultivos
monosporicos para constatar la aparicién de una colonia a partir del conidio sembrado.

Todos los aislamientos fueron conservados por dosmétodos de preservacion, conservacién en papel
filtro y por liofilizado. El primero se realizé siguiendo las pautas del procedimiento descripto por
Lépez-Lastra y Lecuona (2019) levemente modificado de Fong et al. (2000). El cual consiste en
colocar tiras de papelfiltro (Whatmn N°4de 2mm x 50 mm, Reino Unido) (previamente esterilizados
enautoclave por 20 minutos a 120° Cy secadas en estufa), sobre los cultivos esporulados en placas
de Petri durante 60 minutos. Posteriormente se dejan secar bajo cdmara de flujo laminar, una vez
secos se guardan en sobres de papel (1,5 ml) esterilizados previamente. Se conservan en heladera
a 4° C. Se liofilizaron todos los aislamientos recolectados, mediante el método descrito por Lopez-
Lastra y Lecuona (2019). Se utilizd un Liofilizador (Rificor, L-A-E50-CRT, Argentina) con
crioprotectores; leche y mioinositol (Onelab, Argentina).

Resultados.
Muestras recolectadas de los predios visitados para el aislamiento de microorganismos.

En la tabla 1 se presentan las muestras de suelo recolectadas separadas por establecimiento
productivo, fecha de muestreo, cultivoy localizacién de la produccidn. A cada muestrase le asigné
un codigo de anotacién.
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N.2 Establecimiento Fecha Cultivo Muestra Recolector Referencia
1 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 Repollo blanco M.G.-1 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608800
2 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 Albahaca M.G.-2 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608800
3 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 Maiz M.G.-3 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608800
4 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 | Lechuga crespaverde M.G. -4 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608800
5 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 | Lechuga crespa morada M.G.-5 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608300
6 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 Tomate perita M.G.-6 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608800
7 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 Zapallito morado M.G.-7 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608800
8 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 Pimenton M.G.-8 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608800
9 M. G. Agroecoldgico 16/04/2018 Tomate cherry M.G.-9 R. A. Varela Pardo -34.8672710, -58.4608300
10 Organizacion 1610 18/04/2018 Lechuga criollla 1610-1 R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
11 Organizacion 1610 18/04/2018 Lechuga manteca 1611-2 R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
12 Organizacion 1610 18/04/2018 Verdeo 1610-A R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
13 Organizacion 1610 18/04/2018 Puerro 1610-B R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
14 Organizacion 1610 18/04/2018 Repollo blanco 1610-C R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
15 Organizacion 1610 18/04/2018 Hinojo 1610-D R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
16 Organizacion 1610 18/04/2018 Betarraga 1610-F R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
17 Organizacion 1610 18/04/2018 Brocoli 1610-G R. A. Varela Pardo -34.9046857, -58.2666433
18 Prod. Berno Castillo 18/04/2018 Repollo de Bruselas Berno-7 R. A. Varela Pardo -34.905505, -58.200043
19 Prod. Berno Castillo 18/04/2018 Acelga Berno-8 R. A. Varela Pardo -34.905505, -58.200043
20 Prod. Berno Castillo 18/04/2018 Zanahoria Berno-9 R. A. Varela Pardo -34.905505, -58.200043
21 Prod. Berno Castillo 18/04/2018 Alcachofa Berno-10 R. A. Varela Pardo -34.905505, -58.200043
22 Prod. Berno Castillo 18/04/2018 Haba Berno-11 R. A. Varela Pardo -34.905505, -58.200043
23 Prod. Berno Castillo 18/04/2018 Nabo Berno-12 R. A. Varela Pardo -34.905505, -58.200043
24 FAUBA 15/05/2018 Tomate platense Horti -1 R. A. Varela Pardo -34.594101, -58.484467
25 FAUBA 06/06/2018 Tomate redondo Tripar- 1 R. A.Varela Pardo -34.594101, -58.484467
26 FAUBA 06/06/2018 Tomate redondo Tripar-2 R. A. Varela Pardo -34.594101, -58.484467
27 | Coop. U.T.T. Jauregui 02/07/2018 Betarraga Jauregui-1 R. A. Varela Pardo -34.6204249, -59.1764168
28 | Coop. U.T.T. Jauregui 02/07/2018 Lechuga manteca Jauregui -2 R. A. Varela Pardo -34.6204249, -59.1764168
29 | Coop.U.T.T.Jauregui | 02/07/2018 Puerro Jauregui-3 R. A.Varela Pardo -34.6204249, -59.1764168
30 | Coop. U.T.T. Jauregui 02/07/2018 Verdeo Jauregui -4 R. A. Varela Pardo -34.6204249, -59.1764168
31 | Coop. U.T.T. Jauregui 02/07/2018 Acelga Jauregui -5 R. A. Varela Pardo -34.6204249, -59.1764168
32 | Coop.U.T.T.Jauregui | 02/07/2018 Maiz Jauregui-6 R. A.Varela Pardo -34.6204249, -59.1764168
33 | Coop. U.T.T. Jauregui 02/07/2018 Kale Jauregui -7 R. A. Varela Pardo -34.6204249, -59.1764168
34 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Lechuga manteca Sta. Elena-1 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384
35 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Hinojo Sta. Elena-2 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384
36 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Arveja Sta. Elena-3 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384
37 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Puerro Sta. Elena-4 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384
38 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Apio Sta. Elena-5 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384
39 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Betarraga Sta. Elena-6 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384
40 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Ricula Sta. Elena-7 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384
41 | Sta. Elena Agroecoldgica | 08/08/2018 Verdeo Sta.Elena-8 R. A. Varela Pardo -34.83699, -58.093384

Tabla 1. Informacion de muestras de suelo obtenidas en la Provincia de Buenos Aires.

Se observaron esporulaciones caracteristicas del género Metarhizium en cadaveres de T. molitor

(verfigura 4).
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Figura 4. esporulaciones caracteristicas del género Metarhizium en caddveres de Tenebrio molitor.
a) Esporulacién formando esporodoquios (en empalizada) de Metarhizium sp. sobre cadaver de
larva de Tenebrio molitor. (b) Detalle; cabezay patas de cadaver de larva de Tenebrio molitor con
esporulacién y micelio de Metarhizium sp. (c) Cadaver de adulto de Tenebrio molitor con signo de
Metarhizium sp. Imagenesfotografiadas con lupa (Leica EZ4 10X, Alemania) en el Centro de Estudios
Parasitolédgicos y de Vectores (CEPAVE, CONICET-UNLP), por autor de tesis.

Se obtuvo un total de 5 aislamientos de hongos entomopatégenos por medio de la técnica de
insecto trampa empleada para este estudio. Los datos de los aislamientos se presentanen la tabla

2.
N2 Establecimiento Cod. Liof. | Fecha de rec. Cultivo Referencia geografica
1 Coop. U.T.T. Jauregui Ma 722 02/07/2018 Remolacha -34.6204249, -59.1764168
2 Coop. U.T.T. Jauregui Ma 723 02/07/2018 Acelga -34.6204249, -59.1764168
3 Prod. Bernardo Castillo Ma 724 18/04/2018 Alcaucil -34.905505, -58.200043
4 Prod. Bernardo Castillo Ma 725 18/04/2018 Haba -34.905505, -58.200043
5 Prod. Bernardo Castillo Ma 726 18/04/2018 Nabo -34.905505, -58.200043

Tabla 2. Aislamientos de hongos entomopatégenos obtenidos.
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Luego de sucesivos repiques y prospecciones visuales se logré el aislamiento completo de
microorganismos del género Trichoderma (ver figura 5).

Figuras 5. Imagenes de repiques de aislamientos de Trichoderma, en proceso de re-aislamiento y
purificacidon de otros hongosy bacterias. Ala izquierda: aislamiento puro, a la derecha: aislamiento
contaminado.

Tras a prospeccion visual de estructuras caracteristicas del género Trichoderma de los aislamientos

obtenidos (ver figura 6), se procedié su conservacion.

Figura 6. Microcultivo de aislamientoincluido en el género Trichoderma; estructuras caracteristicas
del género, hifa, conidiéforo, fidlides y conidios. Microscopio trinocular (Arcano XSZ107BNT” 160X,
China).

Se obtuvo un total de 15 aislamientos del género Trichoderma, estos fueron conservados en papel
y liofilizados para su conservacién. En la tabla 3 se presentan los aislamientos obtenidos.
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N2 Establecimiento Cod. Liof. | Fecha de rec. Cultivo Referencia geografica
1 Coop. U.T.T. Jauregui CEP-745 | 02/07/2018 Puerro -34.6204249, -59.1764168
2 FAUBA CEP-747 | 06/06/2018 Tomate redondo -34.594101, -58.484467
3 Organizacion 1610 CEP-748 18/04/2018 Repollo blanco -34.9046857, -58.2666433
4 Coop. U.T.T. Jauregui CEP-749 02/07/2018 Lechuga Manteca -34.6204249, -59.1764168
5 | Santa Elena Agroecolégica | CEP-750 | 08/08/2018 Arveja -34.83699, -58.0933384
6 | Santa Elena Agroecoldgica | CEP-751 | 08/08/2018 Lechuga Manteca -34.83699, -58.0933384
7 FAUBA CEP-752 | 15/05/2018 Tomate platense -34.594101, -58.484467
8 M.G. Agroecoldgico CEP-753 | 16/04/2018 | Lechuga crespa mor. | -34.8672710, -58.4608800
9 Organizacion 1610 CEP-754 18/04/2018 Lechuga criolla -34.9046857, -58.2666433
10 M.G. Agroecolégico CEP-755 | 16/04/2018 Maiz -34.8672710, -58.4608800
11 Organizacion 1610 CEP-756 | 18/04/2018 Remolacha -34.9046857, -58.2666433
12 M.G. Agroecoldgico CEP-757 | 16/04/2018 Albahaca -34.8672710, -58.4608800
13 Coop. U.T.T. Jauregui CEP-758 | 02/07/2018 Remolacha -34.6204249, -59.1764168
14 FAUBA CEP-759 | 06/06/2018 Tomate redondo -34.594101, -58.484467
15 M.G. Agroecoldgico CEP-760 16/04/2018 Tomate perita -34.8672710, -58.4608800

Tabla 3. Aislamientos de hongos incluidos en elgénero Trichoderma obtenidos de muestras de suelo
de cultivos horticolas.

Preservacion en Coleccion Micoldgica.

Los aislamientos fueron depositados y preservados como cultivos de referencia en la Coleccién
Micoldgica del Centro de Estudios Parasitoldgicosy de Vectores (CEPAVE) (CONICET-UNLP), LaPlata,
Argentinay Agregados a la coleccién de cepas de hongosy bacterias de la Cdtedra de Fitopatologia
de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires con los cédigos de referencia Ma-
722, Ma-723, Ma-724, Ma-725 y Ma-726 para los aislamientos del género Metarhiziumy CEP-745,
CEP-747, CEP-748, CEP-749, CEP-750, CEP-751, CEP-752, CEP-753, CEP-754, CEP-755, CEP-756, CEP-
757, CEP-758, CEP-759 y CEP-760 para los aislamientos del género Trichoderma.

Discusion.

La agricultura es una practica disruptiva de ambientes éptimos para el desarrollo de
microorganismos. La intensa actividad humanaen suelos cultivables ha generado desordenesenla
composicion de la microbiota presente en diversos agroecosistemas, estos muchas veces han sido
degradados hasta el punto de hacer inviable la produccién agropecuaria. En muchos casos, los
problemas de enfermedades de los cultivos son el resultado de la accion humana, acciones que
modifican rasgos estructurales o funcionales delagroecosistema (Garcia-Espinosa, 2010). La intensa
mano de obray elintenso uso de agroquimicos para contrarrestar las pérdidas en los rendimientos
por la falta de nutrientesy la presenciade plagas agricolas, ha favorecido la aparicion de plagas en
los cultivos (Clin et al. 2022; Ratnadass et al., 2021). Los aislamientos fungicos recolectados en este
trabajo permiten avanzar en el desarrollo de tecnologias que eviten la disminucidon de la
biodiversidad por medio del uso de agroquimicos y exceso de maquinaria. El hecho de que estos
microorganismos fungicos hayan sido aislados de muestras de suelo de una zona determinada del
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territorio nacional argentino, otorga cierta confiabilidad de que dichos microorganismos podrian
tener un buen desempeiio como agentes de control bioldgico en zonas con caracteristicas
medioambientales similares.

Investigaciones proponen que una mayor diversidad de vegetacién espacial y temporal, asi como
una mayor heterogeneidad de los paisajes es mas favorable para la vida de los antagonistas o
enemigos naturales reduciendo los problemas asociados a las epidemias (Altieriy Nicholls, 2017).
Diferentes hongos y bacterias rizosféricos, filosféricos y endéfitos que dependen de los metabolitos
liberados por las plantas y reducen la infeccidon de patdgenos han sido identificados (Chen et al.,
2020). Es por lo anterior que se espera encontrar una mayor cantidad de microorganismos
promisorios como agentes de control biolégico en ambientes menos disturbados, que en aquellos
gue presentan un alto grado de intervencién humana, asi como también en ambientes con una
mayor riqueza especifica de plantas cultivadas y asociadas. En todos los predios visitados fue posible
aislar al menos un microorganismo de géneros reconocidos como controladores bioldgicos, ya sea
de enfermedades,como de insectos. De un total de 41 muestras de suelo, se logré obtener un total
de 5 aislamientos del género Metarhiziumy 15 aislamientos del género Trichoderma, por medio de
2 métodos de aislamiento (diluciones seriadas e insecto trampa). Ambos géneros son conocidos por
tener miembros con capacidad controladora de enfermedades e insectos.

Conclusion.

En fincas agroecoldgicas de la Provincia de Buenos Aires, es posible encontrar microorganismos
promisorios para ser incorporados dentro de un manejo de plagas agricolas.
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Capitulo 5: Seleccion de aislamientos de los géneros Metarhizium y Trichoderma a través de
cultivos duales.

Resumen.

La seleccién de aislamientos para su uso como Agentes de Control Bioldgico (ACB) requiere de una
serie de estudios que, por su naturaleza, han sido conducidos en diferentes etapasy con distintos
microorganismos. En este capitulo se presentan los ensayos in vitro en placas de Petrirealizados
con los fitopatdgenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum, en una primera instancia, frente a
15 aislamientos del género Trichoderma y posteriormente frente a 5 aislamientos del género
Metarhizium obtenidos de las muestras de suelo recolectadas previamente. Se seleccionaron los
aislamientos del género Metarhizium CEP-722, CEP-723, CEP-724, CEP-725 y CEP-726 y los
aislamientos del género Trichoderma CEP-745; CEP-749; CEP-751; CEP-752; CEP-753 y CEP-754 por
presentar los mejores resultados en los estudios realizados en este capitulo.

Introduccion.

El género Trichoderma incluye a las especies antagonistas mas relevantes para el biocontrol de
hongos fitopatégenos, utilizado principalmente por productores orgdnicos y de buenas practicas
agricolas para el manejode enfermedadesy potenciador de compost (Romero-Arenas et al., 2017;
Launio et al., 2020). El éxito y usos en las practicas agricolas, se debe a sus mecanismos de accion
como la competencia por espacio y recursos, micoparasitismo, antibiosis (Nawrocka et al., 2018) y
la produccidn de compuestos volatiles (Hernandez-Melchor et al., 2019; Garcia et al., 2022). You et
al. (2022) encontraron que, los componentes volatiles de Trichoderma Samuels, C. Suarez & H.C.
Evans, (2006) cepa T-51 redujeron hasta en un 73,78 y 43,68 % el crecimiento micelial de Botrytis
cinerea y Fusarium oxysporum respectivamente. Miguel-Ferrer et al. (2021) reportaron que, las
cepas Trichoderma harzianum (TH-4) y T. koningiopsis (T-K11), mostraron antagonismo clase Il y Il
respectivamente, sobre Fusarium solani (Mart.) Sacc., (1881) en la escala de Bell y un 53 % de
inhibicion de crecimiento radial sobre F. solani MX-MIC 798 en condiciones in vitro. Garcia et al.
(2022) reportaron que, Trichoderma viride y T. harzianum presentaron un efecto antagdnico
significativo contra el crecimiento in vitro de Phytophthora cinnamomi causante de la marchitez
radicular en plantaciones de aguacate.

En el uso de agentes de control bioldgico para elmanejo de fitopatdgenos estd ampliamente citado
el género Trichoderma, es mas escasa la informacidn referente aluso de hongos entomopatdgenos
como agentes de control bioldgico de patdgenos vegetales. Pérez-Portilla et al. (2018) determinaron
mediante pruebas de micoparasitismo in vitro de Lecanicillium lecanii (Akanthomyces lecanii
(Zimm.) Spatafora, Kepler & B. Shrestha, (2017)) frente a la roya del café (Hemileia vastatrix) que
entre las 96y 120 horas después de lainoculacion, elhongo L. lecannipresentd valores medios entre
49.19 £ 13 - 68.10 + 12 en el nimero de uredosporas parasitadas. Gothandapani et al. (2014)
evaluaron in vitro tres hongos entomopatégenos diferentes, Beauveria bassiana (Bals. Criv.) Vuill,
(1912), Metarhizium anisopliae y Verticillium lecani (L. lecanii), contra Alternaria porri (Ellis) Cif.,

83



(1930). Los tres hongos entomopatdgenos mostraron efecto inhibidor contra A. porri sometidos a
estudios in vitro bajo la técnica de cultivo dual, germinacion de esporas (conidios), intoxicacion
alimentaria (germinacidn de micelios) y germinacién de semillas. Eldesarrollo de insumos biolégicos
basados en hongos entomopatdgenos requiere seleccionar los aislamientos mas eficaces, que
puedan jugar un papelimportante en la regulacidn de la plaga (Barrios et al., 2016).

Hipotesis.

Aislamientos de hongos de los géneros Metarhiziumy Trichoderma, obtenidosde muestras de suelo
de fincas agroecoldgicas ubicadas en la provincia de Buenos Aires, presentan buena capacidad como
controladores bioldgicos de Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

Objetivos.

Evaluar in vitroy seleccionar los aislamientos de los géneros Metarhiziumy Trichoderma obtenidos
de las muestras de suelo de fincas agroecolégicas visitadas, como inhibidores del desarrollo de
Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

Materiales y métodos.

Pruebas de laboratorio en cultivos duales de los aislamientos de los géneros Metarhizium y
Trichoderma frente a los patégenos B. cinerea y S. sclerotiorum.

Los ensayos se realizaron bajo condiciones controladas de laboratorio utilizando la metodologia
descrita por Wright et al. (1988) con los 5 aislamientos de Metarhizium spp. y 15 aislamientos de
Trichoderma spp. obtenidos.

Se utilizaron placas de Petride 90 mm de didmetro, donde se volcaron 12 ml de agar papa glucosado
(APG), pH7(Merck, Alemania) 0 12 ml de sabouraud dextrosa agar, pH 7 (SDYA) (Merck, Alemania),
para los ensayos con Trichoderma y Metarhizium respectivamente. Unavez solidificado el medio de
cultivo, se ubicaron sobre el mismo dos discos de 10mm de didmetro con desarrollo de micelio de
7 dias, a 70 mm de distancia entre ambos, uno con desarrollo de Trichoderma spp. o Metarhizium
spp. y el otro con desarrollo de B. cinerea o de S. sclerotiorum dependiendo delestudio a realizar.
Se inocularon como testigos un disco de cada aislamiento (patégenoy antagonista) frente a un disco
de APG y/o SDYA sin desarrollo alguno. Las placas de Petrifueron incubadas a 22° C y mantenidas
conluces fluorescentes con un fotoperiodo de 14:10 hs luz:oscuridad, en un Disefio Completamente
Aleatorizado (DCA), con 8 réplicas para cada tratamiento. Los datos fueron analizados mediante
ANOVA y se utilizé la prueba de Tukey (p> 0,05) con ayuda del software InfoStat (versién 2016e).

Para Trichoderma frente alos hongos fitopatégenos, se midié el radio de crecimiento de las colonias
con una regla milimétrica, alos 1, 2, 3, 4, 5y 6 dias desde la siembra con B. cinereayalos 1, 2, 3,4
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y 5 dias desde la siembra con S. sclerotiorum. Para Metarhizium frente a los hongos fitopatégenos
se midié el radio de desarrollo de las colonias alos 4, 5, 6y 7 dias desde lasiembraen ambos casos.

Se calculd el porcentaje de inhibicion del patégeno (1), usando la formula de Joshi et al. (2010): |=
(C-T)/Cx100. Donde: (l) = Porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio; C = Crecimiento del
patégeno en placas de control; T = Crecimiento del patédgeno en placas de cultivo dual.

En el ensayo con los aislamientos de Trichoderma spp. se tomaron como referencia los valores de
las medias al cuarto dia para ser analizados estadisticamente, dado que este dia fue en el que se
observaron los valores de inhibicion del crecimiento de patégenos mas altos debido a las
condiciones fisicas de la placa de Petri. Para el ensayo con los aislamientos de Metarhizium spp. se
utilizaron los valores de media del séptimo dia desde la siembra. Los ensayos fueron realizados por
duplicado.

Resultados.

Resultados de ensayo con cultivo dual de aislamientos del género Trichoderma 'y Metarhizium
frente a B. cinerea y S. sclerotiorum.

En las tablas 4 y 5 se presentan las medidas resimenes de los testigos de B. cinereay S. sclerotiorum
observadas en los ensayos de cultivo dual frente a aislamientos del género Trichoderma.

Medida=s resumen

Variable n Media D.E. Var(n-1) E.E. Min Ma=x Mediana
B.c.mm/diz 1 & 1,75 0,48 0,21 0,16 1,00 2,00 2,00
B.c.mm/diz 2 & 14,75 0,71 0,50 0,25 14,00 16,00 15,00
B.c.mm/diz 3 & 27,88 0,83 o,70 0,30 27,00 29,00 28,00
B.c.mm/diz 4 & 39,38 2,33 5,41 0,82 37,00 43,00 39,50
B.c.mm/diz 5 & 50,75 3,45 11,93 1,22 47,00 57,00 50,00
B.c.mm/diz & & 71,38 1,51 2,27 0,53 70,00 74,00 71,00

Tabla 4. Medidas resumen del crecimiento de los testigos de Botrytis cinerea.

Medidas resumen

Variable n Media D.E. Var(n-1) E.E. Min Max Mediana
S.=.nm/diz 1 & 1,88 0,8 0,70 0,30 1,00 3,00 2,00
S.=.mm/dia 2 & 21,88 3,00 8,88 1,06 18,00 25,00 22,50
S.s.mm/dia 3 & 47,50 4,63 21,43 1,64 42,00 54,00 47,50
5.=.nm/diz 4 & 71,38 7,07 49,98 2,50 60,00 80,00 73,00
S.=.mm/dia 5 & 80,00 0,00 0,00 0,00 80,00 80,00 80,00

Tabla 5. Medidas resumen del crecimiento de los testigos de Sclerotinia sclerotiorum.

El crecimiento en placas de Petride S. sclerotiorum observados en este estudio fue mas acelerado
gue el crecimiento de B. cinerea. S. sclerotiorum cubrié la totalidad de la placa de Petri en 5 dias

85



posteriora la inoculacién del sustrato, al contrario de B. cinerea que logré abarcar la totalidad de la
placa de Petrirecién al dia 6 posteriora la inoculacidn del sustrato. En las figuras 7 y 8 se presentan
los graficos de barras referentesal crecimiento en placas de Petri de los testigos de B. cinerea y S.
sclerotiorum durante 4y 5 dias de haber sido sembrados respectivamente.

T2

54

B.c.mmidia

181

Dias1-2-3-4-5-6

Figura 7. Gréfico de barras para la variante de crecimiento de Botrytis cinerea durante seis dias.
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o T 1
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Figura 8. Grafico de barras para la variante de crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum durante cinco

dias.
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Comparacion de las medias referentes al crecimiento en placas de Petri de los distintos
tratamientos testigo (Trichoderma spp.).

Fuerontomados como referencialos valores de medias observados en el dia 4 para ser analizados
estadisticamente, dado que ese dia fue el mas incidente en el porcentaje de inhibicién de
crecimiento de los patégenos. A partirdel dia 5 de medicidn no se pre sentaron variaciones entre los
valores de media de los tratamientos estudiados, pues todos llegaron al mayor valor posible (80
mm) debido a las condiciones fisicas de la placa de Petri. Los tratamientos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 y 15 son equivalentes a los aislamientos CEP-745, CEP-747, CEP-748, CEP-749, CEP-
750, CEP-751, CEP-752, CEP-753, CEP-754, CEP-755, CEP-756, CEP-757, CEP-758, CEP-759y CEP-760
respectivamente. El tratamiento testigo fue sometido a las mismas condiciones de incubacién y
medicién que los tratamientos con aislamientos fungicos enfrentados con fitopatdgenos. Las medias
con una letra comun no son significativamente diferentes entre si, (p > 0,05). En la figura 9 se
presentaelanalisis de varianzay las comparaciones de medias delcrecimiento en placas de Petride
los distintos tratamientos testigos de aislamientos del género Trichoderma en el ensayo con B.
cinerea. En la figura 10 se presenta el grafico de barras de las medias observadas para cada
tratamiento testigo de aislamientos delgénero Trichoderma.Ambas figurasson referentes al ensayo
con B. cinerea al cuarto dia posterior a la inoculaciéon del sustrato.

En la figura 11 se presentaelandlisis de varianzay las comparaciones de medias delcrecimiento en
placas de Petri de los distintos tratamientos testigos de aislamientos delgénero Trichoderma en el
ensayocon S. sclerotiorum. Enla figura 12 se presentaelgrafico de barras de las medias observadas
para cada tratamiento testigo de aislamientos del género Trichoderma. Ambas figuras son
referentes al ensayo con S. sclerotiorum al cuarto dia posterior a la inoculacién del sustrato. Para
mas detalles consultar Anexo 1.
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Variable N R* R* Aj CV
mm/dia 4 120 0,91 0,89 2,88

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl M F p-valor
Modelo 3118,17 14 222,73 72,04 <0,0001
Tratamiento 3118,17 14 222,73 72,04 <0,0001
Error 324,63 105 3,09
Total 3442,79 119

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,605393
Error: 3,0917 gl: 105
Tratamiento Medias n E.E.

10 51,38 8 0,62 A

15 52,75 8 0,62 A B

3 54,50 8 0,62 3

14 57,75 8 0,62 c

2 58,63 8 0,62 C D

4 59,38 8 0,62 C D

1 60,25 & 0,62 C D

8 61,63 8 0,62 D E

13 63,88 € 0,62 E F

s 64,13 2 0,62 E F
11 64,50 8 0,62 E F G
9 65,00 8 0,62 F G
6 66,25 8 0,62 F G
12 67,38 8 0,62 G
7 68,25 8 0,62

H
H
H

Figura 9. Analisis de varianzay comparaciones de medias referente al crecimiento en placas de Petri

de los distintos tratamientos testigo de aislamientos del género Trichoderma estudiados en el

ensayo con Botrytis cinerea en el cuarto dia posterior a la inoculacién del sustrato.
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Figura 10. Gréfico de barras de medias observadas referentes al crecimiento en placas de Petri de
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los distintos tratamientos testigo de aislamientos del género Trichoderma estudiados en el ensayo
con Botrytis cinerea en el cuarto dia posterior a la inoculacién del sustrato.

En el analisis de la varianza y comparaciones de medias del crecimiento en placas de Petride los
distintos tratamientos testigos de aislamientos incluidos en el género Trichoderma para el ensayo
con B. cinerea, se observa que, eltratamiento 10 (CEP-755) obtuvo elvalor mas bajo registrado para
este estudio, siendo este de 51,38 %. Los tratamientos que obtuvieron los valores de media mas
altos registrados fueron los tratamientos 5, 6, 7, 9, 11 y 12, (CEP-750, CEP-751, CEP-752, CEP-754,
CEP-756 y CEP-757 respectivamente) los cuales presentaron los siguientes valores: 64,13; 66,25;
68,25; 65,00; 64,50 y 67,38 % respectivamente.

Variable W BT RT A3 CW
mm/dia ¢ 120 0,93 0,92 3,47

Cnadro de Anali=si=s de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—wvalor
Modelo 5921&,75 14 422,63 101,84 «0,0001
Tratamiento 5916,75 14 422,63 101,84 <0,0001
Error 435,75 105 4,15
Total 6352,50 119

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=3,6 53823
Error: 44,1500 gl: 105
Tratamiento Media=s n
3 45,50
14 50,50
10 51,63
13 53,00
53,13
54,38
57,00
58,63
62,25
62,75
64,25
64, TS5
64,75
68,38

70,38
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Figura 11. Analisis de varianza y comparaciones de medias referente al crecimiento en placas de
Petri de los distintos tratamientos testigo de aislamientos del género Trichoderma estudiados en el
ensayo con Sclerotinia sclerotiorum en el cuarto dia posterior a la inoculacién del sustrato.
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Figura 12. Gréfico de barras de medias referente al crecimiento en placas de Petri de los distintos
tratamientos testigo de aislamientos del género Trichoderma estudiados en el ensayo con

Sclerotinia sclerotiorum en el cuarto dia posterior a la inoculacién del sustrato.

En el analisis de la varianza y comparaciones de medias del crecimiento en placas de Petride los
distintos tratamientos testigos de aislamientos incluidos en el género Trichoderma para el ensayo
con S. sclerotiorum, se observa que, el tratamiento 3 presenta el valor de media mas bajo, siendo
este de 45,50 %, seguido por los tratamientos 10 y 14 (CEP-755 y CEP-759 respectivamente) con
valores de media de 51,63 y 50,50 % respectivamente. Los tratamientos mejor evaluados en este
analisis fueron los tratamientos 1,5, 6, 7, 8 y 9 (CEP-745, CEP-750, CEP-751, CEP-752, CEP-753 y CEP-
754 respectivamente) con valores de media de 64,75; 62,75; 64,25; 68,38, 64,75 y 70,38 %
respectivamente.

Andlisis del porcentaje de inhibicidn de crecimiento de Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum
para cada tratamiento estudiado.

De acuerdo conlos valores de medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento para cada dia de
medicidn, se decidié trabajar con los valores deldia 4 considerado como el mas significativo, debido
a que es el momento en que la inhibicién se estabiliza por limitaciones fisicas impuestas por el
didmetro de las placas de Petri. En la figura 13 se presentaelanalisis de varianza y comparaciones
de medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del crecimiento de B. cinerea por cada
tratamiento utilizado. En la figura 14 se presenta el grafico de barras de medias observadas
referente al porcentajede inhibicién delcrecimiento de B. cinerea por cadatratamiento. En la figura
15 se presenta elanalisis de varianzay comparaciones de medias observadasreferente al porcentaje
de inhibicion delcrecimiento de S. sclerotiorum por cada tratamiento. En la figura 16 se presentael
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grafico de barras de medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del crecimiento de S.
sclerotiorum por cada tratamiento.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes entre si, (p > 0,05).

Variable H 7 R* AJ N
% de inhib. disa 49 120 0,70 0,66 15,99

Coadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.w. 5 gl M F p=valor
HModelo B534 .61 14 60%,61 17,56 «0,0001
Tratamienco= B8534,61 14 g0%,61 17,56 <0,0001
Errox 3§45,15 105 34,72
Total 12179,76 119

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=10,23353
Error: 34, 7i58F gl: 105

Tratamientos Medias n E.E.
7 22,54 2,08

B A
3 24,13 B 2,08 &

15 26,99 @8 2,08 A B

2 27,94 8§ 2,08 A B C

14 31,75 8 Z,08BA B C D

12 36,83 8 2,08 B C © E

5 36,83 B 2,08 B C D E

10 7,46 B 2,08 CooB E

g 37,78 B 2,08 C D E

13 38,73 8 2,08 D E

11 43,18 8 2,08 E F
g 45,40 B 2,08 E F
3 45,40 B 2,08 E F
1 46,04 B 2,08 E F
4 51,75 B 2,08 F

Figura 13. Analisis de varianza y comparaciones de medias observadas referente al porcentaje de
inhibicidon del crecimiento de Botrytis cinerea por cada tratamiento de aislamientos del género
Trichoderma.
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Figura 14. Grafico de barras de medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del
crecimiento de Botrytis cinerea por cada tratamiento de aislamientos del género Trichoderma.

En la figura 13, se observa que el tratamiento 7 (CEP-752) obtuvo el valor de media mas bajo para
el porcentaje de inhibicién del crecimiento de B. cinerea en el dia 4 posterior a la inoculacion del
sustrato, siendo este valor de 22,54 %. Seguido por el tratamiento 3 (CEP-748) el cual obtuvo un
valor de mediade 24,13 %. Los tratamientos que presentaron los valores de media mas altos fueron
los tratamientos 1, 4, 6, 9 y 11, (CEP-745, CEP-749, CEP-751, CEP-754 y CEP-756 respectivamente)
siendo estos de 46,04; 51,75; 45,40; 45,40 y 43,18 % respectivamente.
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Variable 12 R= E= B3 cW
% de inhibicidén dia 4 120 0,70 0,66 7,35

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 3241,45 14 231,53 17,75 «0,0001
Tratamientos 3241,45 14 231,53 17,75 <0,0001
Error 1369,88 105 13,05
Total 4611,33 119

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=6,27347
Error: 13,0454 gl: 105
Tratamientos Medias nmn E.E.

3 40,63 8 1,28 R
15 41,13 8 1,28 R

12 43,88 8 1,28 B E

14 43,88 &8 1,28 R E

= 46,88 8 1,28 R B C

11 48,13 8 1,28 B C

& 48,63 8 1,28 B C

5 49,00 8 1,28 B C

2 49,50 8 1,28 B C

1 51,25 8 1,28 cC D

13 51,75 8 1,28 cC D

10 52,13 & 1,28 C D E
4 55,88 8 1,28 D E
7 56,75 8 1,28 D E
El 58,25 8 1,28 E

Figura 15. Analisis de varianza y comparaciones de medias observadas referente al porcentaje de
inhibicidon del crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum por cada tratamiento de aislamientos del
género Trichoderma.
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Figura 16. Grafico de barras de medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del
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crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum por cada tratamiento de aislamientos del género
Trichoderma.

En el cuadro de comparaciones de media para el porcentaje de inhibicidn del crecimiento de S.
sclerotiorum en placas de Petri al cuarto dia de haber sido inoculado el sustrato, se observaque el
tratamiento 3 (CEP-748), presenta el valor de media mas bajo registrado, siendo este de 40,63 %,
seguido del tratamiento 15 (CEP-760) el cual presentd un valor de media de 41,13 %. Los
tratamientos 4, 7, 9, 10 y 13 (CEP-749, CEP-752, CEP-754, CEP-755 y CEP-758 respectivamente)
presentaron los valores de media mas altos, siendo estos de 55,88; 56,75; 58,25; 52,13 y 51,75 %
respectivamente.

Imagenes de referenciade los estudios de cultivo dual realizados para los aislamientos del género
Trichoderma, frente a los fitopatégenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

En la figura 17, se presentan algunas de las imagenes tomadas de los ensayos con ambos
fitopatdgenos para el quinto dia de medicidn. En las imagenes se puede apreciar la interaccion
entre los microorganismos y el crecimiento de los tratamientos testigos, asi como la coloracion
variada y caracteristica del género Trichoderma.

e
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¢ Testigo GEP-755 Tk Testigo CEP-752 7 Testigo CEP-753
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Figuras 17. Desarrollo de los cultivos dualesy tratamientos testigos. Imagenestomadas al finalizar
el ensayo. (A) Testigo CEP-755, (B) Testigo CEP-752, (C) Testigo CEP-753, (D) Testigo CEP-749, (E)
Testigo Sclerotinia sclerotiorum, (F) Cultivo dual CEP-745 frente a Sclerotinia sclerotiorum, (G)
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Cultivo dual CEP-752 frente a Sclerotinia sclerotiorum, (H) Cultivo dual CEP-755 frente a Sclerotinia
sclerotiorum, (1) Cultivo dual CEP-753 frente a Sclerotinia sclerotiorum, (J) Testigo Botrytis cinerea,
(K) Cultivo dual CEP-755 frente a Botrytis cinerea, (L) Cultivo dual CEP-748 frente a Botrytis cinerea,
(M) Cultivo dual CEP-752 frente a Botrytis cinerea, (N) Cultivo dual CEP-757 frente a Botrytis cinereaq,
(O) Cultivo dual CEP-758 frente a Botrytis cinerea, (P) Cultivo dual CEP-759 frente a Botrytis cinerea,
(Q) Testigo de Sclerotinia sclerotiorum, mediciones diarias, (R) Cultivo dual CEP-757 frente a Botrytis
cinerea, contacto hifal entre microorganismos y superposicion de hifas.

Medidas resumen del crecimiento de microorganismos patégenos Botrytis cinerea y Sclerotinia
sclerotiorum, ensayo de cultivo dual frente a hongos del género Metarhizium.

En las tablas 6 y 7 se presentan las medidas resimenes de los testigos de B. cinerea y S. sclerotiorum
observadas en los ensayos de cultivo dual frente a aislamientos del género Metarhizium.

Medidas resumen

Variable n Media D.E. Var(n-1) E.E. Hin Ma=x Mediana
B.c.mm/dia 4 & 42,75 2,96 5,79 1,05 39,00 46,00 44,00
B.c.mm/dia 5 & 56,25 3,24 10,50 1,15 53,00 0,00  5&,50
B.c.mm/dia & & 68,75 5,04 25,36 1,78 61,00 74,00  &9,50
B.c.mm/dia 7 & 80,00 0,00 0,00 0,00 80,00 80,00 80,00

Tabla 6. Medidas resumen del crecimiento de los testigos de Botrytis cinerea.

Medida=s resumen

Variable n Media D.E. Vari(n-1) E.E. Min Max Mediana
S.=.mm/dia 4 & 36,88 4,49 20,13 1,59 31,00 44,00 36,00
S.=.mm/dia 5 & 59,00 9,02 81,43 3,19 47,00 69,00 57,50
5.z.mm/dia & 8 74,13 5,18 66,98 2,89 62,00 80,00 80,00
S.=.mm/dia 7 & 80,00 0,00 0,00 0,00 80,00 80,00 80,00

Tabla 7. Medidas resumen del crecimiento de los testigos de Sclerotinia sclerotiorum.

En las figuras 18 y 19 se presentan los graficos de barra referentes al crecimiento en placas de Petri
de los testigos de B. cinerea y S. sclerotiorum respectivamente desde el cuarto al séptimo dia de
haber sido sembrado el sustrato.
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Figura 18. Gréfico de barras para la variante de crecimiento de Botrytis cinerea desde el cuarto al
séptimo dia de haber sido sembrado el sustrato.
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Figura 19. Grafico de barras para la variante de crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum desde el

cuarto al séptimo dia de haber sido sembrado el sustrato.

En los graficos de barra se observaque a pesar de que ambos patdgenos cubrieron la totalidad de
la placa de Petrial séptimo dia posterior a la inoculacién del sustrato, S. sclerotiorum presenta un

crecimiento levemente mas acelerado que B. cinerea.
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Comparacion de las medias referentes al crecimiento en placas de Petri de los distintos
tratamientos testigo (Metarhizium spp.).

Fueron tomados como referencia los valores de media observados en el dia 7 de haber sido
sembrados en placas de Petri, los aislamientos incluidos en el género Metarhizium con ambos
fitopatogenos (B. cinereay S. sclerotiorum). Los tratamientos 1, 2, 3, 4 y 5 son equivalentes a los
aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-724, CEP-725 y CEP-726 respectivamente. Las medias con una
letra comun no son significativamente diferentes entre si, (p > 0,05). En la figura 20 se presentael
analisis de varianzay las comparaciones de medias delcrecimiento en placas de Petride los distintos
tratamientos testigos de aislamientos del género Metarhizium en el ensayo con B. cinerea. En la
figura 21 se presenta el grafico de barras de las medias observadas para cada tratamiento testigo
de aislamientos del género Metarhizium. Ambas figuras son referentes al ensayo con B. cinerea al
séptimo dia posterior a la inoculacidn del sustrato.

En la figura 22 se presentaelandlisis de varianzay las comparaciones de medias delcrecimientoen
placas de Petri de los distintos tratamientos testigos de aislamientos del género Metarhizium enel
ensayocon S. sclerotiorum. Enla figura 23 se presenta el grafico de barras de las medias observadas
para cada tratamiento testigo de aislamientos del género Metarhizium. Ambas figuras son
referentesalensayocon S. sclerotiorum al séptimo dia posterior a la inoculacién del sustrato. Para
mas detalles consultar Anexo 1.

Variable N R® Rf A3 CV
mm/dia 7 40 0,94 0,94 5,17

Cumadro de Anali=is de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 232,85 4 58,21 142,98 «0,0001
tratamiento 232,85 4 58,21 142,98 <0,0001
Error 14,25 35 0,41
Total 247,10 39

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,917268
Error: 00,4071 gl: 35
tratamiento Medias n
8,25
11,75
12,75
13,38
15,63

=
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Figura 20. Analisis de varianza y comparaciones de medias referente al crecimiento en placas de
Petri de los distintos tratamientos testigo de aislamientos delgénero Metarhizium estudiados en el
ensayo con Botrytis cinerea en el séptimo dia posterior a la inoculacién del sustrato.
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Figura 21. Andlisis de varianza y comparaciones de medias referente al crecimiento en placas de
Petri de los distintos tratamientos testigo de aislamientos delgénero Metarhizium estudiados en el
ensayo con Botrytis cinerea en el séptimo dia posterior a la inoculacién del sustrato.

Los distintos tratamientos testigos de aislamientosincluidos en el género Metarhizium presentaron
distintas velocidades de crecimiento, siendo el tratamiento 2 (CEP-723) el que mayor velocidad de
crecimiento presenté en comparacién a los otros cuatro tratamientos, alcanzando un valor de media
de 15,63 mm/dia para el dia 7 de haber sido inoculado el sustrato. Los tratamientos 3 y 4 (CEP-724
y CEP-725) presentaron valores de medias similares, siendoéstos de 12,75y 13,38 respectivamente.
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Variable N E®= R* &3 CW
mm/dia7 40 0,88 0,86 6,58

Cnadro de Andlisis de la Varian=za (5C tipo III)

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 162,75 4 40,69 62,60 «0,0001
tratamiento 162,75 4 40,69 &€2,60 <0,0001
Error 22,75 35 0,65
Total 185,50 39

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,15897
Error: 00,8500 gl: 35

tratamiento Medias n E.E.

L 9,00 & 0,29 &

1 11,63 & 0,29 E

3 12,63 & 0,29 E

4 12,75 & 0,29 B

2 15,25 & 0,29 C

Figura 22. Analisis de varianza y comparaciones de medias referente al crecimiento en placas de
Petri de los distintos tratamientos testigo de aislamientos delgénero Metarhizium estudiados en el
ensayo con Sclerotinia sclerotiorum en el séptimo dia posterior a la inoculacién del sustrato.
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Figura 23. Grafico de barras de medias referente al crecimiento en placas de Petride los distintos
tratamientos testigo de aislamientos del género Metarhizium estudiados en el ensayo con
Sclerotinia sclerotiorum en el séptimo dia posterior a la inoculacién del sustrato.
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Los distintos tratamientos testigos de aislamientos incluidos en el género Metarhizium en el ensayo
con S. sclerotiorum presentaron distintas velocidades de crecimiento, pero similares a los
registrados en el ensayo con B. cinerea. siendo el tratamiento 2 (CEP-723) el que mayor velocidad
de crecimiento presentd en comparacion a los otros cuatro tratamientos, alcanzando un valor de
media de 15,25 mm/dia para el dia 7 de haber sido inoculado el sustrato. Los tratamientos 3y 4
(CEP-724 y CEP-725) presentaron valores de medias similares, siendo éstos de 12,63 y 12,75
respectivamente.

Analisis del porcentaje de inhibicion de crecimiento de Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum
para cada tratamiento.

De acuerdo con los valores de medias del porcentaje inhibicién del crecimiento para cada dia de
medicién, se decidié trabajar con el dia 7 posterior a la inoculacién delsustrato, considerado el dia
mas significativo. A continuacién, se presentan los analisis de variancia y graficos de barras del
porcentaje de inhibicion del crecimiento de los fitopatdgenos estudiados en el dia 7 posterior a la
inoculacion del sustrato. En la figura 24 se presenta el analisis de varianza y comparaciones de
medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del crecimiento de B. cinerea por cada
tratamiento. En la figura 25 se presenta el grafico de barras de medias observadas referente al
porcentaje de inhibiciéon del crecimiento de B. cinerea por cada tratamiento. En la figura 26 se
presentael analisis de varianzay comparaciones de medias observadas referente al porcentaje de
inhibicion del crecimiento de S. sclerotiorum por cada tratamiento. En la figura 27 se presenta el
grafico de barras de medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del crecimiento de S.
sclerotiorum por cada tratamiento. Las medias con una letra comudn no son significativamente
diferentes entre si, (p > 0,05).

Variable N E*= ER® RAj CW
%Inhib.dia7 40 0,07 0,00 &, 88

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. aC gl CH F p-valor
Modelo 20,86 4 5,21 0,66 00,6271
Tratamientos 20,8 4 5,21 0,86 0,6271
Error 278,52 35 7,96
Total 299,38 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,05516
Error: 7,8578 gl: 35
Tratamientos Mediaz n E.E.

5 31,08 8 1,00 A
4 31,25 8 1,00 A
3 31,25 8 1,00 &
2 32,19 8 1,00 A
1 32,97 & 1,00 A

Figura 24. Analisis de varianza y comparaciones de medias observadas referente al porcentaje de
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inhibiciéon del crecimiento de Botrytis cinerea por cada tratamiento de aislamientos del género
Metarhizium.

34,29+ A

33,12

31,944

%Inhib.dia?

30,771

29,60 T T T
1 2 3 - 5

Tratamientos

Figura 25. Grafico de barras de medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del
crecimiento de Botrytis cinerea por cada tratamiento de aislamientos del género Metarhizium.

Si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de inhibicidn
del crecimiento de B. cinerea entre los distintos tratamientos aplicados para el dia 7 posteriora la
inoculacion del sustrato, los valores de medias mas altos fueron observados en los tratamientos 1
y 2 (CEP-722 y CEP-723), siendo estos valores de 32,97 y 32,19 respectivamente.

Variable N Rf Rf A CV
% Inhib.dia 7 40 0,30 0,22 8,74

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sC gl CH F p-valor
HModelo 75,55 4 18,89 3,80 0,0114
Tratamiento 75,55 4 18,89 3,8 0,0114
Error 173,83 35 4,97
Total 249,38 39

Test:Toukey Alfa=0,05 DMS=3, 620363
Error: 4,968 gl: 35
Tratamiento Mediaz n E.E.

5 23,59 8 0,79 A

2 24,38 8 0,79 AL B
3 25,83 8 0,79 L B
4 26,56 8 0,79 L B
1 27,34 8 0,73 B

Figura 26. Analisis de varianza y comparaciones de medias observadas referente al porcentaje de
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inhibicion del crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum por cada tratamiento de aislamientos del

género Metarhizium.
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Figura 27. Grafico de barras de medias observadas referente al porcentaje de inhibicién del
crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum por cada tratamiento de aislamientos del género
Metarhizium.

El tratamiento que presentd los valores mds altos en el porcentaje de inhibicion de S. sclerotiorum
eneldia 7 posteriorala inoculacion delsustrato, fue el tratamiento 1 (CEP-722) alcanzando un valor
de media de 27,34, presentando diferencias estadisticamente significativas unicamente con el
tratamiento 5 (CEP-726), el cual que presentd un valor de media de 23,59.

Imagenes de referenciade los estudios de cultivo dual realizados para los aislamientos del género
Metarhizium, frente a los fitopatégenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

En la figura 28 se presentan algunas de las imagenes tomadas de los ensayos con ambos
fitopatégenos para el sexto dia de medicidon en placas de Petride 90 mm. En las imagenes se
puede apreciar la interaccion entre los microorganismos, el crecimiento de tratamientos testigos,
la coloracién variada y caracteristica del género Metarhizium, asi como halos de inhibicion del
desarrollo de los patdgenos estudiados.
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Figura 28. Desarrollo de los cultivos dualesy tratamientos testigos. Imagenes tomadas alfinalizar el
ensayo. (A) Testigo CEP-722; (B) Testigo CEP-723; (C) Testigo CEP-724; (D) Testigo CEP-725; (E)
Testigo CEP-726; (F) Testigo Botrytis cinerea; (G) Cultivo dual Botrytis cinerea con CEP-722; (H)
Cultivo dual Botrytis cinerea con CEP-723; (I) Cultivo dual Botrytis cinerea con CEP-724; (J) Cultivo
dual Botrytis cinerea con CEP-725; (K) Cultivo dual Botrytis cinerea con CEP-726; (L) Testigo
Sclerotinia sclerotiorum; (M) Cultivo dual Sclerotinia sclerotiorum con CEP-722; (N) Cultivo dual
Sclerotinia sclerotiorum con CEP-723; (O) Cultivo dual Sclerotinia sclerotiorum con CEP-724; (P)
Cultivo dual Sclerotinia sclerotiorum con CEP-725; (Q) Cultivo dual Sclerotinia sclerotiorum con CEP-
726; (R) Detalle halo de inhibicion, Sclerotinia sclerotiorum frente CEP-722; (S) Detalle halo de
inhibicidn, Sclerotinia sclerotiorum frente a CEP-724; (T) Detalle halo de inhibicidn, Botrytis cinerea
frente CEP-722.
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Discusion.

La aplicacién de agentes de control bioldgico es una herramienta prometedora para mitigar dafos
causados por fitopatédgenos. Los tratamientos de control bioldgico para patégenos vegetales
transmitidos por el suelo deben proporcionar niveles elevados de supresion de las enfermedadesy
consistencia en el control sobre diversos tipos de suelos antes de su aplicacion a gran escala y/o
escalacomercial (Hu et al., 2019). El aislamientoy posterior seleccidon de antagonistas sustenta todo
programa de control biolégico y determina su éxito (Bettiol y Morandi, 2009).

Trichoderma spp. es el hongo antagonista mas utilizado en formulaciones de productos biolégicos
comercializado en Brasil (pais con mayor produccién de bioinsumos en América del Sur) para el
control de patédgenos de plantas transmitidos por elsuelo, especialmente S. sclerotiorum (Bettiol et
al., 2019). Los efectos de Trichoderma spp. frente a distintos patégenos son variados segin la cepa
y/o aislamiento que se estudie. Aoki et al. (2020) observaron que la cepa SANA20 perteneciente al
género Trichoderma, ejercid inhibicién de crecimiento del micelio de B. cinerea, pero no presentd
micoparasitismo tras observaciones en microscopio. Redda et al. (2018), en un estudio de cultivo
dual donde se evaluaron 380 aislamientos de Trichoderma spp frente alos fitopatégenos Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani ).G.Klhn, (1858) y B. cinerea, reportaron porcentajes de inhibicion
diversos que van enrangos de 10.12 - 70.70 %, 35.07 - 88.07 % y 44.18 - 82.98 % respectivamente.
En otro estudio sobre 2 cepas de Trichoderma (T25 y T42), frente a 9 aislamientos del fitopatdgeno
S. sclerotiorum, Sumida et al. (2018) reportaron que ambas cepas inhibieron el crecimiento de los
nueve aislamientos de S. sclerotiorum analizados e inclusive la cepa T25 exhibid las puntuaciones
mas bajas segun la clasificacion de la escala de Bell (1982). Calificacion de la escala de Bell: Grado 1:
cepa de Trichoderma que crece el 100% de la placa; Grado 2: cepa de Trichoderma creciendo en el
75% de la placa; Grado 3: cepa de Trichoderma que crece en el 50 % de la placa; Grado 4: cepa de
Trichoderma que crece en el 25% de la placa; Grado 5: cepa de Trichoderma no crecid y el patdgeno
S. sclerotiorum ocupd el 100% de la superficie de la placa. Estos resultados concuerdan con lo
expuesto porHidayah et al. (2020) quienes observaron en ensayos in vitro de cultivos duales de 15
aislamientos del género Trichoderma enfrentados auna cepa agresivade S. sclerotiorum SS12, que
todos los aislamientos estudiados generaroninhibicidn del crecimiento del micelio del fitopatdgeno
entre un 46y 60%.

Los agentes de control bioldgico del género Trichoderma, utilizan varios mecanismos contra los
patdégenos, incluida la produccién de compuestos antifungicos, la competencia por nutrientes, el
parasitismo o la inhibicién de patdgenos, la antibiosis y la produccion de enzimas liticas (Marra et
al. 2006; Gonzalez-Estrada et al., 2018) y generan Resistencia Sistémica (Pieterse et al., 2014;
O’Brien, 2017). Compuestos peptaiboles generados por Trichoderma harzianum y gliotoxinas de
Gliocladium virens J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster, (1958) inhiben la germinacion de conidios de B.
cinerea (Schirmbock et al., 1994). La L-AA oxidasa producida por T. harzianum produce muerte
celular programada en B. cinerea (Cheng et al., 2012). Los componentes organicos volatiles,
producidos por algunos hongos, tienen diversas funciones y juegan un rol importante en las
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interacciones planta-microorganismo (Liarzi et al., 2016) incluyendo propiedades antifiingicas y
antibacterianas (Bojke et al., 2018).

La busquedade agentes de control biolégico con efectos multiples lleva al estudio de diversos tipos
de hongos en los que, los hongos entomopatégenos cobran especial relevancia por sus
caracteristicas bioldgicas. El nimero de interacciones bioldgicas posibles entre fitopatdgenos y
hongos entomopatdgenos es muy amplio. La presencia de estos ultimos en diversos ambientes y
nichos ecoldgicos no esta del todo dimensionada. Otros estudios reportan que el hongo M.
anisopliae inhibe el crecimiento del micelio y la germinacion de conidios del fitopatdgeno B. cinerea
(Kanget al., 1996). Guigon-Lopezetal.(2021) en un estudio in vitro de cultivo dual observaron que
la cepa Ma70 de la especie M. anisopliae, redujo el crecimiento de B. cinerea entre un 60 - 63 %.
Sarven et al. (2020) evaluaron in vitro la accidon de M. anisopliae frente a B. cinerea, observando
halos de inhibicidon del crecimiento del micelio del fitopatégeno. Los mismos autores demostraron
que los compuestos organicos volatiles generados por M. anisopliae son los que generan el efecto
inhibitorio del crecimiento micelial, reduciendo en un 41 % la severidad de la enfermedad en
postcosecha.

En esta etapa de selecciéon de aislamientos de hongos incluidos en el género Trichoderma y
Metarhizium, se buscé reducir el nimero de aislamientos con los cuales seguir realizando otros
estudios referentes a su capacidad como microorganismos promisorios para ser utilizados en el
manejo de plagas de interés agricola. Para ello se evalud la capacidad que presentan dichos
aislamientos para inhibir el crecimiento de B. cinerea y S. sclerotiorum en placas de Petri, y también
se tomd como criterio de seleccidn la velocidad de crecimiento de los tratamientos testigos en el
caso de los aislamientos incluidos en el género Trichoderma. Todos los aislamientos recolectados se
encuentran preservados como cultivos de referencia en la Coleccién Micolégica del Centro de
Estudios Parasitologicos y de Vectores (CEPAVE) (CONICET-UNLP), La Plata, Argentina, para poder
realizar estudios posteriores en caso de requerirlo.

Tras el analisis estadistico de los datos observados fueron seleccionados 4 tratamientos con los
valores de media mas altos en el estudio de porcentaje de inhibicion de ambos fitopatégenosy 2
tratamientos que presentaron valores de media altos referentes al crecimiento de tratamientos
testigos en placas de Petrien el ensayo con S. sclerotiorum. El cédigo de aislamiento ingresado en
la coleccidn micoldgica del CEPAVE para los tratamientos seleccionados (1, 4, 6, 7, 8 y 9) son: CEP-
745; CEP-749; CEP-751; CEP-752; CEP-753 y CEP-754.

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico de los ensayos de cultivo dual en placas de
Petri bajo condiciones de laboratorio, para determinar la capacidad antagdnica que presentan
aislamientos de hongos entomopatdgenos incluidos en el género Metarhizium frente a dos
fitopatégenos de importancia mundial, comoloson B. cinereay la S. sclerotiorum, se determind que
todos los aislamientos evaluadas (CEP-722, CEP-723, CEP-724, CEP-725 y CEP-726) tienen
velocidades de crecimiento distintas y presentan capacidad antagonista frente a los dos
fitopatdgenos evaluados. Los aislamientos CEP-722 y CEP-723 (tratamientos 1 y 2) presentaron los
valores de medias mas altos en el porcentaje de inhibicién del crecimiento de B. cinerea en el Ultimo
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dia de evaluacion (siete dias posteriores a la inoculacion del sustrato), siendo éstos de 32,97 % y
32,19 % respectivamente, aunque estos tratamientos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre si y entre los demds tratamientos evaluados. Por otro lado, las cepas CEP-722 y
CEP-725 (tratamientos 1 y 4) presentaron los valores de medias mas altos en el porcentaje de
inhibicion del crecimiento de S. sclerotiorum en el Gltimo dia de medicién (siete dias posteriores a
la inoculacién delsustrato), siendo éstosde 27,34 %y 26,56 % respectivamente.Se observaronhalos
de inhibiciédn en todos los tratamientos evaluados frente a B. cinerea y S. sclerotiorum, que se
hicieron notorios a partir del quinto dia de medicién. No se observé contacto micelial entre los
aislamientos incluidos en el género Metarhizium vy los fitopatdgenos, lo que evidencia una clara
produccién de metabolitos con caracteristicas fungistaticas.

Los datos expuestos en este capitulo permiten avanzar en el conocimiento de las caracteristicas
biolégicas que presentan estos microorganismosy su funcidn en las dindmicas poblacionales de los
agroecosistemas, dindmica que, por cierto, no sélo es basada en la supresion de micro vy
macroorganismos, sino que abarca un sinfin de interacciones entre distintos seres vivos de diversos
reinos. Este estudio pretende ser un aporte en el intento de dilucidar las interacciones bioldgicas
posibles entre microorganismos agentes de control bioldgico y fitopatdgenos de gran importanca
agricola presentes en el cinturdn fruti-horticola de Buenos Aires, como lo son B. cinerea y S.
sclerotiorum.

Conclusion.

Los resultados obtenidos enlos estudiosde cultivo dual demuestranla capacidad que tienen algunos
de los aislamientos obtenidos de los géneros Trichodermay Metarhizium, como agentes de control
bioldgico de los fitopatdégenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

Los aislamientos seleccionados delgénero Metarhizium CEP-722, CEP-723, CEP-724, CEP-725 y CEP-
726 presentaron buenos resultadosen las pruebas in vitro de cultivo dual y seran sometidos a otras
pruebas de seleccién.

Los aislamientos seleccionados delgénero Trichoderma CEP-745; CEP-749; CEP-751; CEP-752; CEP-
753 y CEP-754 presentaron buenos resultados enlas pruebas in vitro de cultivo dualy en la velocidad
de crecimiento en tratamientos testigos, los mismos seran sometidos a otras pruebas de seleccion.
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Capitulo 6. Pruebas promocidn de crecimiento de aislamientos de los géneros Metarhiziumy
Trichoderma seleccionados como controladores bioldgicos de Botrytis cinerea y Sclerotinia
sclerotiorum.

Resumen.

Este trabajo no sélo se basa en la seleccidon de Agentes de Control Bioldgico (ACB) por medio de
estudios enfocados a su capacidad biocontroladoraya seade enfermedades o de insectos, sino que
plantea la seleccidon de aislamientos con multiples mecanismos de accidon. La promocién de
crecimiento de las plantas por medio de la inoculacién con microorganismos puede ser de ayuda
para reducir la utilizacién de fertilizantes e insumos externos alagroecosistemay generar un efecto
de control de enfermedades y de plagas animales indirecto, al disminuir suincidencia. Este capitulo
presenta el trabajo realizado para evaluar la capacidad promotora del crecimiento que presentan
los aislamientos de mejor comportamiento en las pruebas de cultivo dual en plantas de tomate
variedad platense (Solanum lycopersicum). Se seleccionaron dos aislamientos del género
Metarhizium (CEP-722 y CEP-723) y dos aislamientos del género Trichoderma (CEP-753 y CEP-754),
gue presentaron los mejoresresultadosen las pruebas realizadas. Los ensayos fueronrealizados por
separado, siendo el criterio de separacién el género de los aislamientos.

Introduccion.

Es conocida la capacidad promotora del crecimiento de las plantas que pueden ejercer varias
especies del género Trichoderma. La promocién de crecimiento de las plantas por parte de estos
ascomicetes es hoy endia, eje central de las investigaciones a nivel mundial. Diversos autores han
complementado los estudios de antagonismo de especies del género Trichoderma con pruebas de
promocion de crecimiento en diversos hospedantes: ajo (Allium sativum L. (1753)), soja (Glycine
max (L.) Merr, (1975)), (Zapata-Narvaez, y Gédmez-Marroquin, 2022) aji (Capsicum chinense Jacq.,
(1776)) (Cristébal-Alejo et al., 2021) yerba mate (l/lex paraguariensis A. St.-Hil., (1822)) (Lopezetal.,
2021) tomate (S. lycopersicum cv. Ulises) (Santana-Bafiios et al., 2021), mani (Arachis hypogaea L,
(1753)) (Illa et al., 2019), pimentdén (Capsicum annuum L., (1753)) (Pefia-Tovar, y Pavone-
Maniscalco, 2020), entre otros.

Los estudios relacionados con la promocidn de crecimiento de las plantas de interés agricola
generada por hongos del género Metarhizium son menos comunes en la literatura actual, La
mayoria de los trabajos se centra en el estudio de la patologia en insectos. Sin embargo, existen
algunos articulos en la literatura cientifica actual, referentesala accién promotora del crecimiento
de las plantas, ejercida por estos conocidos hongos entomopatégenos. Ortiz-Espinozaet al. (2021)
reportaron efectos de la promocion del crecimiento de M. anisopliae y otros hongos
entomopatdgenos en plantas de pimentén (C. annuum). Gran parte de los estudios realizados son
de caracter in vitro o en condiciones controladas de crecimiento dada la complejidad que presenta
el anadlisis de variantes en sistema in vivo o a campo. Gonzalez-Guzman (2020) observo que las
respuestas de los hongos entomopatégenos Beauveria bassiana (cepa EABb 04/01-Tip) y M.
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brunneum (cepa 01/58-Su) inoculadas en trigo cultivado en suelos naturales no estériles, fueron
positivas mostrando potencialidad como biofertilizantes y bioestimulantes pero condicionadas a
factores ambientales y métodos de aplicacidn que deben ser analizados.

Hipotesis.

Los aislamientos del género Metarhizium CEP-722, CEP-723, CEP-724, CEP-725 y CEP-726 y los
aislamientos del género Trichoderma CEP-745, CEP-749, CEP-751, CEP-752, CEP-753 y CEP-754
poseen capacidad como promotores delcrecimiento de plantas de tomate (S. lycopersicum)y esta
capacidad varia segun cada microorganismo.

Objetivos.

Evaluar la capacidad promotora del crecimiento de plantas de tomate (S. lycopersicum) de los
aislamientos de los géneros Metarhizium y Trichoderma mejor evaluados en las pruebas de
inhibicion del crecimiento de los fitopatégenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

Seleccionar aislamientos de los géneros Metarhizium y Trichoderma para ser identificados
morfoldgica y molecularmente.

Materiales y métodos.

Pruebas de laboratorio de promocién de crecimiento en plantas de tomate var. platense (S.
lycopersicum) inoculadas con suspension de esporas de aislamientos de Metarhizium spp. y
Trichoderma spp.

Se realizaron estudios de promocidn de crecimiento de plantas de tomate var. platense
inoculandolas con una suspension de esporas de los aislamientos de Metarhizium sp. CEP-722, CEP-
723, CEP-724, CEP-725 y CEP-726 y de los aislamientos de Trichoderma sp. CEP-745, CEP-749, CEP-
751, CEP-752, CEP-753 y CEP-754, seleccionados por presentar los mejores resultadosen las pruebas
in vitro de inhibicién delcrecimiento de B. cinereay S. sclerotiorum. El ensayo fue conducidoen una
camara bioterio bajo condiciones controladas a una temperatura promedio de 24° C, humedad
relativa promediode 70 % y un fotoperiodo de 18:6 hsluz:oscuridad, mediante el uso de ldmparas
de vapor de sodio de alta presion (Philips Son T Aagro 250 W, China). Se sembraron semillas de
tomate variedad platense (S. lycopersicum) otorgados por el programa “ProHuerta” dirigido por el
instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en sustrato comercial (Grow Mix Multipro,
Argentina) en bandejasde almacigo con orificios de 50 x 50 mmy fueron regadas con agua destilada
estéril.

Para preparar las suspensiones de esporas de Trichoderma spp. y de Metarhizium spp., los
aislamientos fueron cultivados en placas de Petri de 90 mm de didmetro con 12 ml de agar papa
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glucosado (APG), pH7 (Merck, Alemania). A los 7 dias cuando los cultivos estaban esporulados, se
realizé la remocién de conidios con un bisturi previamente esterilizado, se obtuvieron suspensiones
con 250 ml de agua destilada estéril y se estandarizaron mediante camara de Neubauer a una
concentraciéon de 1x 107 esporas/ml.

Las plantas de tomate (S. lycopersicum) fueron inoculadas en tres ocasiones con 2 ml de la
suspension de esporas sobre el sustrato. La primera inoculacién fue al momentode la emergenda
de las plantulas a los 7 dias de iniciado el ensayo, la segundaa los 21y la tercera a los 35 para el
caso de Trichoderma spp.y 31 dias para Metarhizium spp. La diferencia en los dias de la ultima
inoculacién para los ensayos de los géneros Trichoderma y Metarhizium fue estipulada por los
distintos comportamientos de crecimiento observados en ambos ensayos. Luego de 2 dias de la
ultima inoculacién, las plantas fueron trasplantadas a macetas de polietileno de un litro de
capacidad con sustrato (Grow Mix Multipro, Argentina). Las mediciones se realizaron a los 49 dias a
partir de la siembra en el caso de Trichoderma spp. y 37 para Metarhizium spp. El riego fue
suministrado hasta llegar a capacidad de campo durante todo el transcurso del estudio con agua
destilada estéril. Se realizé un Disefio en Bloques Completos Aleatorizados (DBCA) con un totalde 7
repeticiones (7 plantas) para cada tratamiento.

Las variables analizadas fueron: longitud de tallo (mm), didametro de tallo a la altura de cotiledones
(mm) y peso fresco de la parte aérea de la planta (g), utilizando una regla milimétrica, calibre
metdlico graduado y balanza de precisidon respectivamente. Se realizdé un andlisis de la varianza
(ANOVA) y una pruebade comparacidon de medias con el estadistico de Tukey (p > 0,05), utilizando
el software InfoStat (version 2016e). Los ensayos fueron realizados por duplicado. Para mas
informacién consultar Anexo 2.

Resultados.

Para elensayo con aislamientos del género Trichoderma, en lavariante diametro de tallo (verfigura
29) los tratamientos 4, 5,6 y 7 (CEP-751, CEP-752, CEP-753 y CEP-754 respectivamente) presentaron
valores de medias superiores a los tratamientos 1, 2 y 3 (tratamiento control, CEP-745, CEP-749,
CEP-751 respectivamente). El tratamiento 4 (CEP-751) presenté el valor de media mas alto
registrado para estavariante, siendo de 6,21 mm, seguido por los tratamiento 6 y 7 (CEP-753 y CEP-
754 respectivamente) con valores de medias de 6,14 y 6,07 mm respectivamente. El tratamiento
control (tratamiento 1) fue el que presento el valor de media mas bajo registrado en este ensayo,
siendode 5,29 mm. Se observan 2 grupos estadisticos distintos, los tratamientos 1y 2 (tratamiento
controly CEP-745) se establecieron enambos grupos. En la figura 30 se observala diferenciade los
tratamientos mejor evaluados 4, 6 y 7 (CEP-751, CEP-753 y CEP-754 respectivamente), estos
aislamientos ejercieron un mayor aumento en el crecimiento de tallos de plantas de tomate.
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Andli=is de la varianza

Variable N R R® Bhj CV
Diam. tallo (mm) 49 0,42 0,34 6,54

Coadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4,55 & 0,76 5,13 00,0005
Tratamientos 4,55 & 0,76 5,13 0,0005
Error 6,21 42 0,15
Total 10,77 48

Test:Toukey Alfa=0,05 DMS=0,63646
Error: 00,1480 gl: 42
Tratamientos Medias n E.E.

1 5,28 7 0,15 &

2 5,64 7 0,15 & B
3 5,79 7 0,15 & B
5 6,00 7 0,15 E
7 6,07 7 0,15 B
3 6,14 7 0,15 E
4 6,21 7 0,15 E

Figura 29. Andlisis de la varianza, comparaciones de medias referente al didametro de tallos de
plantines de tomate inoculados con 6 aislamientos del género Trichoderma 49 dias posterioresasu

siembra.
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Figura 30. Gréfico de barras referente aldiametro de tallos de plantines de tomate inoculados con
6 aislamientos del género Trichoderma 49 dias posteriores a su siembra.

Para la variable longitud de tallo de plantines de tomate, el control (tratamiento 1) presentd valores
de media muy pordebajo de los demas tratamientos, siendo éstede 175,57 mm y ubicandose como
Unico tratamiento en el grupo estadistico “A”. Los demas tratamientos se ubicaron en el grupo
estadistico “B”, presentando diferencias estadisticamente significativas respecto del control (ver
figura 31). El aislado CEP- 754 (tratamiento 7) presentd el valor mas alto observado, registrandose
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una media en la longitud de tallo de plantas de tomate de 213,71 mm. El aislado CEP-745
(tratamiento 2) presenté un valor de media de 212,43 mm, siendo el segundo tratamiento con
mayor longitud de tallo reflejado en valores de media. En el grafico de barra (figura 32) se puede
apreciar la gran diferencia de los valores de media registrados entre el control y los demas
tratamientos aplicados (aislamientos: CEP-745, CEP-749, CEP-751, CEP-752, CEP-753 y CEP-754).

Analisis de la varianza

Variable H E= ER*= A3 CW
Long. tallo (mm) 49 0,64 0,59 4,72

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo 6788,49 6 1131,41 12,42 <0,0001
Tratamientos 6&788,459 & 1131,41 12,42 <0,0001
Error 3824,57 42 91,06
Total 10613,06 48

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS5=15,78956
Error: 91,0812 gl: 42
Tratamientos Medias n E.E.

1 175,57 7 3,61 A

3 200,43 7 3,61 B
4 202,86 7 3,61 B
& 205,29 7 3,61 B
3 205,43 7 3,61 B
2 212,43 7 3,61 B
7 213,71 7 3,61 B

Figura 31. Andlisis de la varianza y comparaciones de medias referente a la longitud de tallo de
plantines de tomate inoculados con 6 aislamientos del género Trichoderma 49 dias posterioresasu
siembra.
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Figura 32. Grafico de barras referente ala longitud de tallo de plantines de tomate inoculados con
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6 aislamientos del género Trichoderma 49 dias posteriores a su siembra.

En la variable peso aéreo de plantines de tomate, se presentan 2 grupos segun sus diferencias
estadisticas. Los asilados CEP-753 y CEP-754 (tratamientos 6 y 7 respectivamente) presentaron los
valores de media mas altos, siendo de 13,02 g y 12,59 g respectivamente (ver figuras 33y 34). Y
presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto del control (tratamiento 1), el cual
presentd un valor de media de 9,20 g.
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Analis=i=s de la varianza

Variable N E®* ER® B3y CW
Pezo aéreo (g) 4% 0,42 0,34 12,892

Cuadro de Anali=is de la Varianza (35C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 65,17 & 10,86 5,11 0,0005
Tratamientos 65,17 6 10,86 5,11 0,0005
Error 89,32 42 2,13
Total 154,49 48

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=2,41298
Error: 2,1267 gl: 42
Tratamientos Medias n E.E.

1 8,20 7 0,55 R
5 10,89 7T 0,55 L B
4 11,08 T 0,55 L B
2 11,10 7T 0,55 L B
3 11,13 7 0,55 L B
7 12,59 T 0,55 B
[ 13,02 7 0,55 B

Figura 33. Analisis de la varianza y comparaciones de medias referente al peso aéreo de plantines
de tomate inoculados con 6 aislamientos del género Trichoderma 49 dias posteriores a su siembra.
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Figura 34. Grafico de barras referente al peso aéreo de plantines de tomate inoculados con 6
aislamientos del género Trichoderma 49 dias posteriores a su siembra.

Para el ensayo con aislamientos del género Metarhizium, en el cuadro de analisis de la varianza
(figura 35) se observaque en la variable didmetro de tallo todos los tratamientos se diferencian del
control (tratamiento 1) el cual presenta un valor de media de 4,79 mm. Los aislamientos CEP-722,
CEP-724 y CEP-726 (tratamientos 2, 4 y 6 respectivamente) presentaron diferencias
estadisticamente significativas respecto del control, con valores correlativos de media de 5,71 mm,
5,50 mm y 5,57 mm. El aislado CEP-723 (tratamiento 3) obtuvo un valor de media de 5,36 mm,
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superando labarrerade los 5, 20mm en eldidametro de plantas de tomate (S. lycopersicum) medidos
37 dias posterior a la siembra (ver figura 36).

Analisis de la varianza

Variable N R® RS BAj CV
Diam. Tallo 42 0,39 0,30 8,05

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo. 4,1% 5 0,84 4,54 00,0026
Tratamientos 4,19 5 0,84 4,54 0,002&
Error 6,64 36 0,18
Total 10,83 41

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,69080
Error: 0,1845 gl: 3&
Tratamientos Medias n E.E.

1,00 4,79 7 0,16 &

5,00 5,07 7 0,16 & B
3,00 5,36 7 0,16 L B
4,00 5,50 7 9,16 B
§,00 5,57 7 0,16 B
2,00 5,71 7 0,16 B

Figura 35. Anadlisis de la varianza y comparaciones de medias referente al didmetro de tallos de
plantines de tomate inoculados con 5 aislamientos delgénero Metarhizium 37 dias posterioresasu
siembra.
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Figura 36. Grafico de barras referente al diametro de tallos de plantines de tomate inoculados con
5 aislamientos del género Metarhizium 37 dias posteriores a su siembra.
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Para la variable longitud de tallo, se observa que todos los tratamientos presentan diferencias
estadisticamente significativas respecto del control, el cual presentd un valor de media de 281,86
mm. En el grafico de barras (figura 38) se observa que los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-724,
CEP-725 y CEP-726 (tratamientos 2, 3, 4, 5y 6) se ubican en el estrato superior de dicho grafico, el
aislado CEP-722 (tratamiento 2) presento el valor de media mas bajo de este grupo, siendo de
321,29 mm (ver figura 37).

El aislado CEP-724 (tratamiento 4) se destaca por sobre los demds con un valor de la media de
335,43 mm, seguido de por los aislamientos CEP-723 y CEP-726 (tratamientos 3 y 6
respectivamente) que presentaron valores correlativos de media de 328,43y 324,43 mm.

Analisis de la varianza

Variable N E= ER® &3 CW
Long. Tallo 42 0,42 0,33 6,52

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo. 12480,50 5 24%9¢,10 5,12 00,0012
Tratamientos 12480,50 5 24%¢&,10 5,12 0O,0012
Error 17548,29 36 487,45
Total 30028,79 41

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=35,50527
Error: 487,4524 gl: 3¢

Tratamientos Medias n E.E.

1,00 281,86 7T 8,34 &4
2,00 321,29 7T 8,34 B
5,00 322,14 T 8,34 B
6,00 324,43 7T B,34 B
3,00 328,43 7 8,34 B
4,00 335,43 7 8,34 B

Figura 37. Analisis de la varianza y comparaciones de medias referente ala longitud de tallo de
plantines de tomate inoculados con 5 aislamientos delgénero Metarhizium 37 dias posterioresasu
siembra.
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Figura 38. Grafico de barras referente ala longitud de tallo de plantines de tomate inoculados con
5 aislamientos del género Metarhizium 37 dias posteriores a su siembra.

En la variable peso aéreo de plantas de tomate (S. lycopersicum), tras la aplicacion de suspension de
conidios de aislamientos del género Metarhizium se observa que, los tratamientos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre si. No obstante, hay diferencia en los valores de
media registrados entre el control y los demads tratamientos. El valor de media del control
(tratamiento 1) fue de 10,28 g siendo el mas bajo registrado en esta variante. El aislado CEP-726
(tratamiento 6) presentd el valor de media mas alto, siendo de 12,15 g (ver figuras 39y 40).

Analisis de la varianza

Variable N RE: R®= BRj CW

Peso Réreo 42 0,20 0,08 12,39

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p—valor

Modelo. 17,72 5 3,54 1,8 0,1350

Tratamientos 17,72 5 3,54 1,8 Q,1350

Error 70,37 36 1,95

Total 88,09 41

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=2,624832
Error: 1,59546 gl: 3¢
Tratamientos Medias n E.E.

1,00 10,28
4,00 10,74
3,00 11,18
2,00 11,41
5,00 11,95
&,00 12,15
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Figura 39. Andlisis de la varianza y comparaciones de medias referente al peso aéreo de plantines
de tomate inoculados con 5 aislamientos del género Metarhizium 37 dias posteriores asu siembra.
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Figura 40. Grafico de barras referente al peso aéreo de plantines de tomate inoculados con 5
aislamientos del género Metarhizium 37 dias posteriores a su siembra.

Discusion.

La seleccién de microorganismos con multiples beneficios es hoy en dialabase del manejo bioldgico
de enfermedades e insectos. Esta busqueda ha impulsado en parte al ambito académico/cientifico
a ahondar en el estudio del complejo Plantas-Microorganismos-Insectos, generando importantes
avances en su entendimiento. El estudio de diferentes mecanismos de accién de los
microorganismos (directos e indirectos) y el andlisis de nichos cada vez mas diversos propone un
desafio que en este trabajo se pretende abordar.

Los aislamientos delgénero Trichoderma CEP-753 y CEP-754 son habitantes nativos o naturalizados
de huertos de la provincia de Buenos Aires, siendo un microorganismo dominante del suelo, esto
coincide con lo expuesto por distintos autores que describen el género Trichoderma como un
componente dominante en la microbiota de varios ecosistemas, tales como; tierras de cultivo,
praderas, bosques, marismasy desiertos, y estad presente en todas las zonas climaticas, incluidas las
regiones templadas, tropicales, la Antartida y la tundra (Kamala et al., 2015; Ghorbanpour etal.,
2018).

El género Trichoderma es conocido por su intensiva absorcién de exudados de laraizy la interaccién
no sélo con microorganismos fitopatdgenos, sino que también, por la interacciéon con toda la
microbiota del suelo (Gajera et al., 2013; Jaroszuk-Sciset et al., 2019). Esto puede ser una de las
razones por la que plantas de tomate (S. lycopersicum) inoculadas con suspensiones de conidios de
los aislamientos del género Trichoderma CEP-753 y CEP-754 presentan un aumento en el
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crecimiento vegetativo cuando son comparadas con tratamientos testigos. Otros autores proponen
que el efecto estimulador del crecimiento de las plantas es probablemente generado por su
participacién en la sintonia entre hormonas del crecimiento sintetizadas por Trichoderma vy las
hormonas de defensas producidas por la planta elicitadas por la presencia de este hongo (Grant y
Jones, 2009; Carnad et al., 2014). Los resultados expuestos en este trabajo son un antecedente mas
gue ayuda a la comprensiéon de la interaccién del género Trichoderma con las plantas, varios
estudios previos demuestran la capacidad promotora del crecimiento vegetativo de diversas
especies, ejercida por Trichoderma spp. Mao et al., 2020; Shang, et al., 2020; Santana-Bafios etal.,
2021; Ayyandurai et al., 2021; Bridziuviene, et al., 2022.

Las comparaciones de la capacidad promotora del crecimiento de plantas de tomate (S.
lycopersicum) variedad platense que generaron los aislamientos CEP-745, CEP-749, CEP-751, CEP-
752, CEP-753 y CEP-754 delgénero Trichoderma son un antecedente Utilno sélo para el manejo de
la nutricién de este cultivo, sino que también un antecedente que permite proponer estrategias en
el control de enfermedades. Los aislamientos del género Metarhizium CEP-722, CEP-723, CEP-724,
CEP-725 y CEP-726 estudiados en este trabajo podrian tener la capacidad de promover el
crecimiento de las plantas de tomate (S. lycopersicum) através delabastecimiento de nutrientesde
distintas fuentes, que estos hongos podrian ofrecerala planta por medio de relaciones simbidticas,
esto coincide con lo expuesto por distintos autores que sefialan que el género Metarhizium esta
compuesto por un grupo diverso de hongos comunes del suelo que exhiben estilos de vida
multifuncionales con diversos grados de modos de adquisicién de nutrientes ya sea como saprofitos,
enddfitos y/o patdgenos de insectos (Ahmad et al., 2019; Stoney Bidochka, 2020). Esta capacidad
ya ha sido descrita por algunos autores como diversa y ha sido atribuida a varios factores de
seleccion (tipo de habitat, condiciones climaticas y segln el tipo de asociaciones con plantas e
insectos huéspedes) (Brunner-Mendoza et al., 2018; Moonjely y Bidochka, 2019).

Los estudios sobre la promocidn del crecimiento de las plantas ejercida por microorganismos son
generalmente realizados sobre plantas tipo o sobre variedades de hibridos comerciales (Siqueira et
al., 2020; Gonzalez-Pérezetal., 2022), por lo que los antecedentes expuestos en este trabajo sobre
la promocién del crecimiento vegetativo de plantas de tomate (S. lycopersicum) variedad platense,
son parte de la revalorizacidn de cultivos “criollos” de la provincia de Buenos Aires, los cuales estan
mejor adaptados a las condiciones edafoclimaticas de la zona, pero representan unabaja cantidad
de la superficie cultivada en la provincia de Buenos Aires.

Conclusion.

La promocidn de crecimiento de plantines de tomate inoculados con 6 aislamientos de hongos del
género Trichoderma y 5 aislamientos del género Metarhizium, se puede evidenciar la capacidad
promotora de crecimiento que presentan todos los aislamientos estudiados en ambos géneros.

Los aislamientos del género Trichoderma CEP-753y CEP-754 presentaron valores de mediaaltos en
todas las variantes estudiadas (diametro de tallo, longitud de tallo y peso aéreo). Los demas
aislamientos lograron valores de media superiores al testigo, sin embargo, fueron menos estables
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en los valores de media registrados para las 3 variables estudiadas (didametro de tallo, longitud de
tallo y peso aéreo de plantas de tomate (S. lycopersicum)).

Todos los aislamientos del género Metarhizium estudiados tienen diferentes capacidades como
promotores delcrecimiento vegetativo. Elaislado CEP-722 presentd un comportamiento estable en
las 3 variantes estudiadas (didmetro de tallo, longitud de tallo y peso aéreo), y el valor de media
mas alto para la variable diametro de tallo.

Comparando los resultados obtenidos en este estudio y los resultados presentados en el capitulo
anterior, se concluye que los aislamientos CEP-722 y CEP-723 son los que presentaron mejores
aptitudes como agentes de control bioldgico de las enfermedades causadas por Botrytis cinerea y
Sclerotinia sclerotiorum y destacando el aislamiento CEP-722 con los mejores resultados como
promotor del crecimiento vegetativo de plantas de tomate.
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Capitulo 7. Identificacidn de los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-753 y CEP-754 seleccionados
de los géneros Metarhizium y Trichoderma.

Resumen.

En este capitulo se presentan los estudios moleculares de los aislamientos CEP-722, CEP-723. CEP-
753 y CEP-754. Para ello se realizé la extraccion de ADN de micelio de cada aislamiento, luego una
secuenciacidon de lasregiones gendmicas ITS1y TEF1a, las secuencias obtenidas fueron comparadas
con una base de datos de organismos afines para cada aislamiento. Posteriormente, se realizé un
analisis filogenético de los aislamientos secuenciados dando como resultado 2 arboles filogenéticos,
uno para aislamientos del género Metarhizium y otro para aislamientos del género Trichoderma.

Introduccion.

El manejo de plagas agricolas supone el desarrollo de tecnologias que permitan mitigar el dafio
generado en las producciones agropecuarias que, en gran medida, son afectadas por la aplicacién
de numerosos plaguicidas de origen quimico generando la degradacién de suelos, pérdida de
biodiversidad y efectos contaminantes delmedio ambiente. Entre las tecnologias con gran potencial
de accion en el manejo fitosanitario se encuentra el control bioldgico de plagas por medio de
microorganismos nativos. Esta tecnologia permite controlar los dafios generados por las plagas sin
producir un efecto contaminante delambientey disminuir los efectos adversos que puede propiciar
el ejercicio del control biolégico neocldsico (uso de agentes de control biolégico exdgenos). Su
desarrollo requiere de una minuciosa busqueda, analisis y una consecuente selecciéon de
microorganismos con alto potencial bioldgico. Muchos microorganismos han sido utilizados como
Agentes de Control Bioldgico (ACB) de enfermedades de las plantas. Especies de Trichoderma son
ampliamente reconocidas (Contreras-Cornejo et al., 2011; Hermosa et al., 2012; Zhang et al., 2016;
Kohl et al., 2019). Trichoderma spp. actia contra los fitopatégenos directamente por
micoparasitismo, antibiosis por medio de metabolitos volatiles y difusibles, e indirectamente por
competenciade nutrientes, de espacio o por desencadenar mecanismos de defensade las plantas
(Amira et al., 2017; Pascale et al., 2017). Ademas, las especies de Trichoderma generan promocién
de crecimiento e induccién de resistencia (RSI) en la planta huésped (Infante, 2009).

El género Trichoderma fue reconocido por primeravez por el micélogo Persoon en 1794, dentro de
los principales géneros de hongos, entre los cuales se encuentran los géneros Aspergillus,
Cladosporium, Fusariumy Penicillium (Samuelsy Hebbar, 2015). La primera clasificaciéon delgénero
Trichoderma comprendié nueve especies: T. aureoviride, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, T.
longibrachiatum, T. piluliferum, T. polysporum, T. pseudokoningiiy T. viride (Rifai, 1969). No
obstante, sutaxonomia es polifasica, por lo tanto, la identificacion debe integrarse considerando la
morfologiay la identificacién molecular. Martinez et al., (2015), consideran que lataxonomia basada
en caracteres morfoldgicos no es suficiente para diferenciar las especies del género Trichoderma,
debido a la gran similitud que existe entre ellas. El analisis morfoldgico es altamente propenso a
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errores a nivel de especies y aproximadamente el 50 % de los aislamientos de Trichoderma
clasificados porandlisis morfolégico esta erréneamenterealizado (Kubicek et al., 2003). Porlo tanto,
la aplicacion de técnicas moleculares es necesaria para la identificacion y clasificacion de este
género. Actualmente, de acuerdo con la identificacidn molecular, las principales especies de
Trichoderma se agrupan en cinco clados: Viride, Virens, Strictipile, Longibrachiatum y Harzianum
(del Carmen H. Rodriguez et al., 2021). Para la deteccidn y cuantificacion de hongos del género
Trichoderma diversos primers o cebadores han sido disefiados para diferentes especies, con el
objetivo de monitorear las cepas habitantes del suelo y las cepas promisorias como ACB (Rubio et
al., 2005; Hagn et al., 2007; Kim y Knudsen, 2008; Savazzini et al., 2008; Lépez-Mondéjar et al.,
2010).

La mayoria de los cebadores disefiados para la deteccidn y cuantificacion de especies de
Trichoderma se basan en el ribosoma nuclear ADN (ADNr). EI DNAr es la regién mas utilizada para
la identificacién de muchos organismos a nivel de especie debido a sus regiones altamente variables,
asi como sus secuencias altamente conservadas. Esta region contiene los genes ribosdmicos 18S,
5.8S y 28S separados por los espaciadores transcritos internos, ITS1 e ITS2, y la regién espaciadora
intergénica (1GS). Laregion ITS ha sido extensamente secuenciaday numerosas secuencias de DNAr
de referencia se encuentran actualmente disponibles en bases de datos, lo que permite el diseio
de conjuntos de primers. Numerosos conjuntos de primers han sido disefiados para este género que
amplifican las regiones ITS1 e ITS2 (White et al., 1990; Maymon et al., 2004; Rubio et al., 2005;
Druzhinina et al., 2006; Savazzini et al., 2008; Siddiquee et al., 2007; Lopez-Mondéjar et al., 2010).
La diferenciacién de especies con laamplificaciéon Unicamente de laregién ITS, relacionada a ciertos
grupos taxonémicos como es el caso de Hipocreales, esta limitada debido a la homologia de
secuencias (Samuels, 2006; Gazis et al., 2011; Chaverriet al., 2015; Montoya-Vidaurre etal., 2016;
Raja et al.2017). El Factor de Elongacidn de Traslacién 1-alfa (TEF1-a) es un marcador filogenético
mas informativo, ya que el contiene mayor variabilidad de secuencias que el DNAr, asi como mas
caracteres filogenéticos informativos que otras regiones (Samuels, 2006; Chaverri et al., 2015). Esta
variabilidad aumenta la capacidad de diferenciar dentro de grupos de especies estrechamente
relacionados (Samuels, 2006). Las herramientas moleculares utilizadas para la identificacion basada
en la secuenciacién del ADN son los marcadores ITS1- 5,85 - ITS2, una secuencia parcial de las
proteinas que codifican la traduccidon del gen del factor de elongacién (EF-1a)y la ARN polimerasa
subunidad Il (RPB2) que han permitido resolver la confusidon en la taxonomia de Trichoderma
(Boureghda et al., 2008).

Por otro lado, la busqueda y evaluacién de aislamientos nativos de hongos entomopatdgenos
adaptados a las condiciones locales es una de las actividades a considerar dentro del desarrollo de
un micoinsecticida (Ruiz- Sanchez et al., 2013). Los aislamientos fungicos obtenidos en campo a
partir de insectos infectados con hongos posiblemente presentan un sin nimero de genotipos, los
cuales pueden variar en virulencia, esta versatilidad puede serreguladaa través de la obtencién de
cultivos monocolonia formados a partir de una espora, lo cual disminuye la variabilidad genotipica
y mantiene las caracteristicas requeridas para la seleccidén y/o mejoramiento de los hongos (Ayala-
Zermenio et al., 2005; Toriello et al., 2008).
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El género Metarhizium (Metschn.) Sorokin fue originalmente descrito basado en su estado
anamorfo. Liang et al. (1991), fueron los primeros en confirmar la relacién entre ambas formas
sexuales. Estarelacidn a nivel de género entre anamorfoy teleomorfo fue respaldada por estudios
filogenéticos realizados por Liu et al. (2002). Kepler et al. (2014), realizaron estudios moleculares
para establecer la relacién de este género con otras especies. En las Ultimas décadas se ha dado
importancia a la aplicaciéon de técnicas moleculares para la detecciéon e identificacion de hongos.
Bischoff et al. (2009) evaluaron la filogenia del complejo M. anisopliae e identificaron nueve
especies mediante la morfologia y secuencias de los genes EF-1, RPB1, RPB2.

Hipétesis.

Los aislamientos CEP-722 y CEP-723 son especies delgénero Metarhiziumy pueden seridentificadas
morfoldgica y molecularmente.

Los aislamientos CEP-753 y CEP-754 son especies delgénero Trichodermay pueden ser identificadas
morfoldgica y molecularmente.

Objetivos.

Identificar morfoldgicay molecularmente anivel de especie los aislamientos seleccionados CEP-722,
CEP-723, CEP-753 y CEP-754.

Materiales y Métodos.

Identificacion morfolégica de los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-753 y CEP-754.

Los aislamientos fungicos fueron identificados a nivel de género con observaciones microscopicasy
bajo las claves taxonédmicas descritas por Humbery Lacey (2012) para los aislamientos del género
Metarhizium, y bajo las claves taxondmicas descritas por Bissett (1984) para los aislamientos del
género Trichoderma. Las estructuras microscopicas se obtuvieron del material montado en
lactofenol/azul de algoddn (0,01 % p/v) y se observaron bajo microscopio éptico de campo claro
(OLYMPUS BX51, Japdn). Las caracteristicas observadas fueron la formay tamafo de los conidios,
células conidiégenas y micelio. Estas caracteristicas fueron fotografiadas con una cdmara digital
(Sony DSCP73, Japdn). Las mediciones se basaron en 25 observaciones porcada microestructuray
se usaron para calcular el promedio del tamario de las estructuras, todo en micrémetros (um).

Identificacion molecular de los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-753 y CEP-754.

Para el andlisis e identificacion molecular de los aislamientos fungicos a nivel de especie se realizé
una produccién de micelio en 3 placas de Petride 90 mm de didmetro con APG (Merck, Alemania)
como medio de cultivo paralos aislamientos delgénero Trichodermay SDYA (Merck, Alemania) para

129



los aislamientos del género Metarhizium. Se incubaron a 23 + 1° C por un periodo de 7 y 14 dias
respectivamente. Una vez obtenida una cantidad de micelio suficiente, se procedié a la remocién
de este desde las placas de Petri hacia tubos de microcentrifuga tipo Eppendorf de 1,5 ml con la
ayudade un bisturicuidando de no remover medio de cultivo y bajo estrictas condiciones de asepsia
en camara de flujo laminar. Fue congelado 1 g de micelio de cada aislamiento a secuenciar en
recipiente con nitrégeno liquido durante 8 minutos y se procedié a la extraccién de ADN siguiendo
la metodologia dispuesta por el fabricante (Qiagen, Alemania). Posteriormente, se realizé una
cuantificaciéon de la concentracién del ADN extraido, por medio de un espectrofotémetro de micro-
volumenes (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y el ADN se almacend en un
congelador a -20° C hasta su posterior analisis.

Los ensayos PCR fueron dirigidos contra 2 regiones nucleares diferentes:

1) La region del ADN ribosémico comprendiendo elextremo 3’ delgen 18S (small subunit ribosomal,
SSU). Lasecuencia espaciadorainternaITS1 (internaltranscribed spacer1), el gen 5.8S, la secuenda
espaciadora interna ITS2 (internal transcribed spacer 2) y el extremo 5’ del gen 28S (long subunit
ribosomal), mediante los cebadores/primers universales ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e
ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White et al., 1990);

2) Laregién 5’ del gen delFactorde Elongacion 1-Alpha (TEF1a) con los cebadores/primers EF1 983F
(5'-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’) y el EF” 2218R (5'-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’) (Rehnery
Buckley, 2005; O’'Donnell et al., 2015).

El ADN previamente extraido, debid ser diluido en una proporcién de 1:10 (5 pul de ADN en 45 ul de
agua libre de nucleasas). Las 2 reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en volumen final de
50 pl, conteniendo 25 pl de Mastermix Promega 2x (GoTaq, Estados Unidos), 17 pl de agua libre de
nucleasas, 2 ul de PRIMER-F, 2 ul de PRIMER-Ry 4 ul de ADN por cada aislamiento a secuenciar (CEP-
722, CEP-723, CEP-753, CEP-754). El par de primers a utilizar se ajusté de acuerdo con la regién a
amplificar. El éxito de las reacciones se controlé por medio de electroforesis en geles de agarosa
(Productos Biolégicos UNQ, Argentina) al 1 % en Buffer TBE 0,5x (Roti-Gelstain, Alemania)
aplicdndose un voltaje de 90 V durante 50 min. Se sembraron 5 pl de cada reaccién junto con 1 pl
de Buffer de carga (Productos Bioldgicos UNQ, Argentina). Y se agregd un marcador de peso
molecular (Ladder 100 pb, PB-L) que sirvié como patrén de comparacidn para determinar el tamafio
de los productos de PCR obtenidos. En el caso de la regién ribosdmica, se esperaba obtener un
tamano cercano a los 530 pb, mientras que para el gen Tefla, el tamafio esperado era de 620 pb.
Las reacciones positivas fueron conservadas a -20° Cy hastasu envioala empresa Macrogen (Corea
del Sur), donde fueron purificadas y secuenciadas en ambos sentidos (forward y reverse) con los
mismos primers de amplificacion.

Andlisis filogenético de los aislamientos secuenciados.

Para la limpieza de las secuenciaciones obtenidas se utilizé el software de acceso libre Chromas
(https://chromas.software.informer.com/2.5/), en el cual se eliminaron las zonas de baja calidad.
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Luego las secuencias limpias de cada muestrase alinearon por medio del software en linea Clustal-
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).Se verificd la concordancia entre los pares de
base replicados por los cebadores de inicio y retroceso de los 4 aislamientos analizados por medio
del software de acceso libre Genedoc (https://genedo c.software.informer.com/2.7/). Llas
secuenciaciones de ADN fueron sometidas al software de herramienta para la busqueda de
alineamiento local basico (BLAST) para identificar las secuencias depositadas en Genbank que
tuvieran similitudes significativas (Altschul et al., 1997; Zhang et al., 2000).

Las secuencias fueron alineadas con 16 homoélogosy 1 contraste de las cepas de referencia del
género Metarhizium que contaban con la secuenciacidn de las zonas ITS y Tefla obtenidos de la
base de datos de Gutierrez et al. (2019) y con las secuencias de 15 especies homélogasy 1 contraste
con elsoftware de datos “Trichokey” (https://www.trichokey.com/) (Caiy Druzhinina, 2021) para el
género Trichoderma. Los datos se presentan en las tablas 10y 11.

Parala construccién delarbol filogenético se empled el software Mr. Bayes (version 3.2.7), en donde
se eligiéd GTR (nst=6 + Gamma + Invariant Sites) como modelo evolutivo. La inferencia evolutiva se
realizé mediante 2 corridas de MCMC en paralelo. La mayoria de los pardmetros de corridas se
mantuvieron en sus valores de default, salvo por el nUmero de generaciones que se establecid en 1
millon, y el muestreo cada 200 generaciones. Se corroboré que el desvio estandar promedio de las
frecuencias de las biparticiones (average standard deviation of split frequencies) estuviera por
debajode 0.01. Al mismo tiempo, Mr. Bayes calculd la distribucién de probabilidades posteriores de
cada parametro evolutivoy de la topologia del arbol; aunque al momento de analizarlos, se eliminé
el 10% del inicio (burn-in) de ambas corridas. El programa Tracer (version 1.7.2) se usé para
corroborar que todos estos parametros hayan alcanzado la fase estacionaria, y que en la misma el
tamafio muestral efectivo (ESS) sea mayora 200, indicando un muestreo adecuado dadoaunabaja
autocorrelacién de los datos. El arbol final obtenido se visualizé con FigTree (versidon 1.4.4), en
donde la robustez de cada clado se evalué teniendo en cuenta una probabilidad posterior (PP) 2
0.95.

Programacion del termociclador para los productos de PCR obtenidos.

Los procesos deltermociclador para cada aislamientoy regidon amplificada se observan enlas tablas
8yo.

ITS1-1TS4_ITS5 32 ciclos CEP-722 CEP-723 CEP-753 CEP-754
Desnaturalizacién inicial 95°C — 5 min. 95°C — 5 min. 95°C — 5min. 95°C — 5 min.
Desnaturalizacion 94°C — 1,30 min. 94°C — 1,30 min. 94°C-1,30 min. 94°C — 1,30 min.
Alineamiento 60°C — 1 min. 56°C — 1 min. 58°C — 1 min. 60°C — 1 min.
Elongacién 72°C - 50 seg. 72°C-1,30 min. 72°C-1,3min. 72°C—-150 seg.
Elongacion final 72°C — 5 min. 72°C — 5 min. 72°C — 5 min. 72°C — 5 min.
Hold 10°C 10°C 10°C 10°C
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Tabla 8. Procesos de termociclados parala regidon ITS 1y 2.

TEFo 983F_2218R 32 ciclos  CEP-722 CEP-723 CEP-753 CEP-754
Desnaturalizacién inicial 94°C — 2 min. 94°C — 2 min. 94°C — 2 min. 94°C — 2 min.
Desnaturalizacion 94°C — 30 seg. 94°C — 30 seg. 94°C — 30 seg. 94°C — 30 seg.
Alineamiento 53°C — 40 seg. 54°C — 40 seg. 54°C — 40 seg. 54°C — 40 seg.
Elongacion 72°C — 30 seg. 72°C — 30 seg. 72°C — 30 seg. 72°C — 30 seg.
Desnaturalizacién 35 ciclos  94°C — 30 seg. 94°C — 30 seg. 94°C — 30 seg. 94°C — 30 seg.
Elongacidn final 72°C — 10 min 72°C - 10 min 72°C — 10 min 72°C - 10 min
Hold 8 °C. 8 °C. 8 °C. 8 °C.

Tabla 9. Procesos de termociclados para la regidon TEFla.

*El ADN del aislamiento CEP-753 se diluyé en razén de 1:100 y se modificéd la solucién final a
secuenciar, agregando 1,5ul de ADN en vez de 4pl.

*ElI ADN del aislamiento CEP-722 se diluyé en razén de 1:100 y se modificéd la solucién final a

secuenciar, agregando 1,5ul de ADN en vez de 4pl.

Especie Cepa atztrzzgoero Localizacion  ITS1 TEF1a
Metarhizium sp. NHJ11597 - - HQ165703/AY646375 HQ165683
Metarhizium sp. NHJ11618 - - HQ165704/AY646376 HQ165684
Metarhizium sp. MYO00896 - - HQ165697 HQ165678
Metarhizium argentinense CEP414/ARSEF13509  Blattodea Argentina MF784813 MF966620
Metarhizium argentinense CEP424/ARSEF13510 Blattodea Argentina MF784814 MF966624
Metarhizium blattodeae IP414 Blattodea Brasil KU182915 KU182917
Metarhizium flavoviride ARSEF2025 Suelo Alemania AF138269 KJ398804
Metarhizium frigidum ARSEF 4124 Coleoptera Australia HM055448 DQ464002
Metarhizium minus ARSEF 1764 Hemiptera I. Solomon  HMO055453 KJ398800
Metarhizium album ARSEF 1942 Hemiptera Filipinas HMO055452 KJ398802
Metarhizium taii ARSEF 5714 Lepidoptera China JN049829 AF543775
Metarhizium owariense NBRC33258 - - JN049883 JF416017
Metarhizium kusanagiense TNS-F18494 - - JN049873 JF416014
Metarhizium martiale HMAS 197472 - - JN049881 JF416015
2/’5 Zadrgfgxirens TNS-F 16380 i . JN049870 K)398785
kMo igrlzfr:f /';’nisop e ARSEF 2038 Hemiptera Corea HM055431 K1398805
Beauveria bassiana ARSEF 751 Coleoptera Vietnam AY532045 AY531954
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Tabla 10. Base de datos de secuencias de genes ITS1y TEFla para el género Metarhizium. Se

presenta la especie, el cédigo de cepa, el sustrato hospedero, la localizacién y los cédigos de

referencia para las regiones ITS1y TEF1a.

Especie Cepa (ITS1/TEF1) ITS1 TEFla
Trichoderma afroharzianum GJS 04-186/TRS835 F1442265 KP008787.1
Trichoderma arundinaceum GJS 05-180/MSX70741 EU330928.1 KY630170.1
Trichoderma asperellum CBS 433.97/TRS705 AY380912 KP009011.1
Trichoderma atroviride DAOM 165779/CBS 693.94 248817 KJ786838.1
Trichoderma bissettii UTHSC 08-2443/SZMC 1158 KJ174235.1 MH249948.1
Trichoderma dorothopsis HZA8/HZAS MH624143 MK850827.1
Trichoderma gamsii GJS 04-09/TW20050 DQ315459 KU523895.1
Trichoderma harzianum CBS 226.95/T18 AY605713 KX632606.1
Trichoderma koningiopsis GJS 93-20/18ASMA001 NR_131281 MT671922.1
Trichoderma longibrachiatum CBS 816.68/5328 NR120298 JQ685867.1
Trichoderma ochroleucum CBS 119502/GJS 01-265 NR134401 DQ835494.1
Trichoderma pollinicola LC11682/LC11686 MF939592 MF939620.1
Trichoderma reesei ATCC 26921/QM6a KU729028 XM006963994.1
Trichoderma virens CBS 249.59/Tvien3 MH857855 MT081441.1
Trichoderma viride CBS 119327/GJS 89-127 DQ677657 AF534585.1
Hypomyces aurantius GJS 74-69/TFC 95-171 F1442642.1 FN868743.1

Tabla 11. Base de datos de secuencias de genes ITS1y TEFla para el género Trichoderma. Se

presenta la especie, el cédigo de cepay los cddigos de referencia para las regiones ITS1y TEF1a.

Resultados.

Caracteristicas microscopicas de los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-753 y CEP-754.

Caracteristicas microscépicas de CEP-722 y CEP-723: La conidiogénesis ocurre en una himenio
densa; los conidiéforos se ramifican repetidamente en angulos amplios y se asemejan a
candelabros; las células conidiégenas clavadas o cilindricas, con un apice red ondeado a cdnico, sin
cuello evidente; la pared apical se engrosa progresivamentea medida que se producenlos conidios;
los conidios son producidos en cadenas largas; las cadenas se adhieren lateralmente para formar
columnas prismaticas (empalizada). CEP-722 fue el Unico aislamiento en que se observd la presenda
de clamidosporas. Caracteristicas microscdpicas de CEP-753 y CEP-754: Los conidiéforos son
hialinos, de paredes lisas, de hasta 5 um de ancho cerca de la base, estrechandose gradualmente
hasta unos 2 um de ancho cerca del apice, con septos conspicuosy relativamente distantes; ramas
laterales nacidas en angulo recto, solas o en verticilos de 2 o 3, aumentando gradualmente en
longitud. Las fidlides se presentan enverticilos de 2-5, o solitarias y alternas, o mas irregularmente

133



dispuestas particularmente hacia el apice del conidiéforo; las fidlides terminales son mas alargadas
y generalmente no constrefiidas en la base, de color verde diluido, de paredes lisas, cilindricos cortos
y casi oblongo, con el dpice obtusamente redondeado. El promedio de las mediciones de cada una
de las microestructuras se presenta en la tabla 12.

Aislamiento Conidio Fidlide Clamidospora
CEP-722 Largo/Ancho (um) Largo/Ancho (um) Diametro (pum)
Promedio 6,45/2,83 9,12/2,66 3

Aislamiento Conidio Fidlide Clamidospora
CEP-723 Largo/Ancho (um) Largo/Ancho (um) Didmetro (um)
Promedio 6,99/3,07 8,76/2,20 -

Aislamiento Conidio Fidlide Clamidospora
CEP-753 Largo/Ancho (um) Largo/Ancho (um) Diametro (um)
Promedio 3,16/2,58 10,24/2,88 -

Aislamiento Conidio Fidlide Clamidospora
CEP-754 Largo/Ancho (um) Largo/Ancho (um) Diametro (um)
Promedio 3,22/2,52 11,04/2,78 -

Tabla 12. Valor promedio de las mediciones de estructuras reproductivas de los aislamientos CEP -

722, CEP-723, CEP-753y CEP-754. (n=25).

Imagenes de las estructuras reproductivas de los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-753 y CEP-
754 se presentan en la figura 41.
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Figura 41. Imagenes de referencia de laidentificacién morfolégica de los aislamientos CEP-722, CEP-
723, CEP-753 y CEP-754. A) Clamidopsporas del aislamiento CEP-722, B y C) Conidiéforos
individuales, fidlidesy conidios delaislamiento CEP-722, Dy E) Conidiéforos individuales, fidlides y
conidios del aislamiento CEP-723, F) Conidiéforos en empalizada del aislamiento CEP-722, G y H)
Conididforos, fidlides y conidios del asilamiento CEP-753, | y J) Conidiéforos, fidlides y conidios del
asilamiento CEP-754.

Identificacion molecular de los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-753 y CEP-754.

Los aislamientos CEP-722 y CEP-723 presentaron un porcentaje de 100 % de homologia con
secuencias correspondientes aregiones ITSy Tefla de otras especies de hongos entomopatégenos.
Por lo tanto, en el analisis resulté que los asilamientos CEP-722 y CEP-723 corresponden algénero
Metarhizium y presentan 0 % de variabilidad genética con la especie Metarhizium taii. La
clasificacién final para los aislamientos CEP-722 y CEP-723 con cddigos de referencia en GENBANK
OP792040 y OP792039 respectivamente, es de la siguiente forma: Fungi; Ascomycota;
Pezizomycotina; Sordariomycetes; Hypocreales; Clavicipitaceae; Metarhizium (Sorokin, 1883):
Metarhizium taii (figura 42).

Los aislamientos CEP-753 y CEP-754, presentaron un porcentaje de 100% de homologia con
secuencias correspondientes aregiones ITSy Tefla de especies de hongos delgénero Trichoderma
previamente identificadas. Por lo tanto, el analisis filogenético da como resultado que los
asilamientos CEP-753 y CEP-754 corresponden al género Trichodermay presentan 0 % variabilidad
genética con la especie Trichoderma afroharzianum. La clasificacién final para los aislamientos CEP-
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753 y CEP-754 con cddigos de referenciaen GENBANK OP792041 y OP792042 respectivamente, es
de la siguiente forma: Fungi; Ascomycota; Euascomycetes; Hypocreales; Hypocraceae; Trichoderma
e Hypocrea (Rifai, 1969): Trichoderma afroharzianum (figura 43).

Arboles filogenéticos de los aislamientos CEP-722, CEP-723, CEP-753 y CEP-754.

Pormedio delsoftware MrBayes (versidon3.2.7), se realizaron “corridas” analiticas de las secuencias
de los microorganismos seleccionados y las bases de datos fueron confeccionadas en relacién con
la bibliografia cientifica publicada. Se presentan en las figuras 42 y 43, los arboles filogenéticos
obtenidos delsoftware MrBayes (versién 3.2.7) y editados con el programa FigTree (version 1.4.4),
para los aislamientos delgénero Metarhizium CEP-722y CEP-723 y para los aislamientos delgénero
Trichoderma CEP-753 y CEP-754 respectivamente.

OP792040

OP792039

N

Figura 42. Arbol filogenético de las regiones ITS1y TEF1a de los aislamientos CEP-722 y CEP-723.
Los valores entre las diagonales representan el valor de probabilidad de maxima verosimilitud.
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ﬁ OP792041

OP792042

N

Figura 43. Arbol filogenético de las regiones ITS1y TEF1a de los aislamientos CEP-753 y CEP-754.
Los valores entre las diagonales representan el valor de probabilidad de maxima verosimilitud.

Discusion.

En la provincia de Buenos Aires, mas especificamente en el cinturén horticola bonaerense, es
posible encontrar microorganismos fungicos promisorios como agentes de biocontrol para ser
utilizados en un manejo fitosanitario agricola. La necesidad de disminuir los problemas asociados a
las contaminaciones producidas porla utilizacion de agroquimicos en el manejo de plagas agricolas
impulsa en parte la investigacion de herramientas bioldgicas que pudiesen supliralos agroquimicos
en el manejo fitosanitario. La obtencién de aislamientos de estos microorganismos dentro del
mismo predio productivo puede sefialar una gran ventaja para los agricultores, ya que, al estar
naturalizados, podria inferirse que dichos microorganismos son elementos constantes del
agroecosistemalocal, porlo que enalgunos casos se podriaaumentar la presencia de éstos, a través
de practicas culturales como el aumento de materia organica en el suelo por medio de la
incorporacidn de restos vegetales al mismo. Esto podria implicar una disminucion drastica en eluso
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de agroquimicos, tanto para el control de plagas, como también para el aumento del rendimiento
por medio del uso de fertilizantes.

La identificacion morfoldgica de especies fungicas estd cada vez mas relegada a un rol descriptivo
gue a un rol taxondmico debido al polimorfismo de muchas especies de microorganismos fungicos
que cuentan con estados teleomorfos y anamorfos. El género Metarhizium es un taxon
genéticamente diverso, y el color de la colonia, la dimensidn y las mediciones de los conidios de
diferentes especies no son factores de identificacion fiables (Bridge et al., 1993; Lomeret al., 2001).
Por otro lado, la identificacién molecular permite determinar de forma mas precisa el géneroy la
especie, dilucidando qué microorganismos son los que estdn presentes en los suelos agricolas
argentinos. En este estudio se determind que en fincas agroecolégicas de la provincia de Buenos
Aires existen cepas de la especie Metarhizium taii y Trichoderma afroharzianum y las cuales
presentan aptitudes promisorias como agentes de control biolégico de Botrytis cinereay Sclerotinia
sclerotiorum. No existen reportes previos de la presencia de Metarhizium taii en fincas
agroecoldgicas de la provincia de Buenos Aires, por lo que este trabajo supone un avance en el
entendimiento de esta especie. Estudios recientes han reportado la presencia de Trichoderma
afroharzianum en Argentina (Barrera et al., 2021), mientras otros estudios en la Argentina se han
enfocado enla capacidad antagdnica de estaespecie frente al hongo patdgenos Rhizoctonia solani
(Melignani et al., 2023).

La informacién presentada en este trabajo constituye una herramienta util para la confeccion de
estrategias locales de manejo de plagas agricolas que mitiguen tanto las pérdidas econémicas de los
productores generada porel ataque de plagas, como también los dafios ambientales derivados del
uso de agroquimicos. Esta tecnologia sugiere un desafio en la estandarizacion de los métodosy
materiales a utilizar, puesto que a nivel mundial no hay un método Unico con el que realizar
identificacion molecular y con ello poder desarrollar sistemas unificados de informacién al respecto.
Este trabajo fue basado en el andlisis de las regiones genéticas ITS y TEFla ya que en este sentido
Cai y Druzhinina (2020) establecen que como consecuencia de la basta literatura citada referentea
la taxonomia de Trichoderma, solo los loci; ITS, rpb2 y TEF1a pueden usarse paraanalisis molecular
e identificacidn de la diversidad contemporanea de Trichoderma.

Conclusion.

Los aislamientos CEP-722 y CEP-723 seleccionados como antagonistas de Botrytis cinerea y de
Sclerotinia sclerotiorum y como promotores del crecimiento de plantas de tomate (S. lycopersicum)
pertenecen a la especie Metarhizium taii.

Los aislamientos CEP-753 y CEP-754 seleccionados como antagonistas de Botrytis cinerea y de
Sclerotinia sclerotiorum y como promotores del crecimiento de plantas de tomate (S. lycopersicum)
pertenecen ala especie Trichoderma afroharzianum.
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Capitulo 8. Estudios de patogenicidad en Bemisia tabaci con los aislamientos Metarhizium taii
CEP-722 y Trichoderma afroharzianum CEP-753.

Resumen.

En este capitulo se presentaeldesarrollo y los resultados de los ensayos realizados para evaluar la
patogenicidad que presentaron los asilamientos Metarhizium taii CEP-722 y Trichoderma
afroharzianum CEP-754 sobre estados inmaduros de Bemisia tabaci. Los ensayos fueron conducidos
en camaras de bioterio (bajo condiciones controladas), replicando las condiciones dptimas de
crecimiento de B. tabaci, posterior a la prospeccion, recoleccién, identificaciéon y cria masiva de
adultos en jaulas entomoldgicas. M. taii CEP-722 generd una mortandad en estados inmaduros de
B. tabacicercanaal 30%, mientras que T. afroharzianum CEP-754 no generd mortandad en B. tabadi
bajo la metodologia implementada.

Introduccion.

Se estima que la familia Aleyrodidae cuenta con mas de 1200 especies descritas; las mosquitas
blancas (Hemiptera: Aleyrodidae) son pequefiosinsectos fitéfagos de plantas herbaceas, arbustos,
arboles, plantas silvestres y cultivos de importancia econdmica; en ocasiones se convierten en un
serio problema, debido en primerainstancia a dafios directos provocados al succionar la savia y por
la transmisién de virus. Dos especies de importancia econdmica presentan una alta similitud, no
obstante que se encuentran en géneros diferentes, éstas son Bemisia tabaci (Gennadius) y
Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Carapia-Ruiz y Castillo-Gutiérrez, 2013).

La enfermedad virdsica del tabaco TLCV (Tobaco Leaf Curl Virus) es transmitida por Bemisia tabaci
y no T. vaporariorum. Estas especies tienen diferencias de facil visualizacion, como es el caso de los
cepillos de las tibias medias y posteriores, las sensilas primarias y cono sensorial en el sexto
segmento de las antenas (Hill, 1969).

Algunos cientificos sugieren que B. tabaci puede ser originaria de Africa tropical, desde donde se
dispersé a Europa y Asia, y fue posteriormente introducida al Neotrépico, principalmente por
transporte de material de plantas (Brown y Bird 1992; Campbell et al. 1996). Sin embargo, otros
trabajos sugieren que esta especie puede ser nativa de India o Pakistdn, donde se ha encontradola
mayor diversidad de especies de sus enemigos naturales (Brown et al. 1995).

A continuacién, se presentala biologia y ciclo de viday diferencias morfolégicas de Bemisia tabaci
y Trialeurodes vaporariorum, reportadas por Carapia-Ruiz y Castillo-Gutiérrez, 2013.

Las hembras adultas depositan huevos en la planta hospedera. Los huevos eclosionanen 6-7 dias y
las ninfas de primer instar se arrastran (ninfa mévil) en las hojas y se alimentan. Las ninfas mudan
después de 2-3 dias y pasan por 2 mudas mas. Las “ninfas de ojos rojos” o el estadio de pupa es
parte del cuarto instar que dura 5-6 dias. Los adultos alados emergen de la abertura en forma de
“T” en el exoesqueleto del cuarto instar.
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Huevo: Trialeurodes vaporariorum: Dimensiones: 200-250 um de longitud y 100 um de ancho.
Generalmente son puestos en circulos o semicirculos sobre la superficie de la hoja; sin embargo,
cuando la infestacion es alta esto es muy dificil de apreciar; de color blanco amarillento cuando son
puestos, tornandose castafio oscuro a casi negro cuando estan préximos a eclosionar; el corion del
cual emergié la ninfa se aplana lateralmente y se dobla con el dpice dirigido hacia abajo.

Bemisia tabaci: Dimensiones: 190-200 um de longitud y de 100-129 um de ancho. Ovipositados
individualmente o en grupos sobre la superficie de la hoja, raramente son puestos en circulo; de

color blanco amarillento, torndndose marrén dorado en su etapafinal. Al emergerlaninfa el corion
del huevo permanece erecto (ver figura 44).

Figura 44. Huevos de Bemisia tabaci. Fuente: autor de tesis.

Primer estadio ninfal: Trialeurodes vaporariorum. Dimensiones: 240-270 um de largo y 150 um de
ancho. Estado de desarrollo activo enlocomocién y se desplaza en buscade unlugar adecuado para
alimentacién porlo que sus patasy antenas son relativamente grandes; presenta 17 pares de sedas
marginales muy aparentes; sedas marginal anterior, marginal posterior, cefalica, primera abdominal
octava abdominal y caudal presentes; tubérculos cefalicos bien desarrollados, semirectangulares
abiertos hacia la parte media; orificio vasiforme cuadrangular posteriorme nte.

Bemisia tabaci. Dimensiones: 250-300 um de largo y 155 um de ancho. Como en Trialeurodes
vaporariorum, es un estado de desarrollo activo en locomocién y se desplazaen busca de un lugar
adecuado paraalimentaciéon por lo que sus patasy antenas son relativamente grandes; presenta 16
pares de sedas marginales aparentes; sedas marginales anterior, marginal posterior, cefdlica,
primera abdominal, octava abdominal y caudal presentes; tubérculos cefalicos poco desarrollados,
semielipticos hacia la parte lateral; orificio vasiforme curvo posteriormente (ver figura 45).
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Figura 45. Colonia y ninfa de Bemisia tabaci en primer instar. Fuente: autor de tesis.

Ninfas de segundo estadio: Trialeurodes vaporariorum: Dimensiones: 420 um de largo y 330 um de
ancho. Cuerpo redondeado, no agudo posteriormente; sedas marginales anterior, marginal
posterior, cefalica, primera abdominal, octava abdominal y caudal presentes; seda dorsal del
segmento cefdlico bien desarrollada; pliegues toracicos traqueales no indicados ventralmente;
orificio vasiforme semicordiforme; lingula con dos Iébulos laterales.

Bemisia tabaci: Dimensiones: 380 um de largo por 240 um de ancho. Cuerpo ovoide, agudo
posteriormente; sedas marginales anterior, marginal posterior, cefalica, primera abdominal, octava
abdominaly caudal presentes; pliegues toracico traqueales indicados ventralmente por una cuticula
punteada; orificio vasiforme triangular, abierto posteriormente; lingula ensanchaday puntiaguda

distalmente pero no lobulada (ver figura 46).

3 Pt

Fuente: autor de tesis.

%

Figura 46. Colonia y ninfa de Bemisia tabaci en segundo estadio.

Ninfas de tercer estadio: Trialeurodes vaporariorum: Dimensiones: 560-600 um de largo y 400 um
de ancho. Margen del cuerpo uniformemente granulado; pliegue toracico traqueal no indicado
ventralmente; sedas marginales anterior, marginal posterior, cefalica, primera abdominal, octava
abdominaly caudal presentes. Orificio vasiforme semicordiforme con una muescaen la parte media
posterior a la lingula; lingula lobulada lateralmente, con dos pares de Iébulos.

Bemisia tabaci: Dimensiones: 500-540 um de largo y 360 um de ancho. Margen irregularmente
granulado; pliegue tordacico traqueal indicado por una cuticula punteada ventralmente; sedas
marginales anterior, marginal posterior, cefdlica, primera abdominal, octava abdominal y caudal
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presentes; orificio vasiforme triangular; lingula ensanchada y puntiaguda distalmente pero no
lobulada (ver figura 47).

Figura 47. Ninfa de Bemisia tabaci en tercer estadio. Fuente: autor de tesis.

Ninfas de cuarto estadio (pupario): Trialeurodes vaporariorum: Dimensiones: 780-800 um de largo
y 510 um de ancho. Ultimo estado ninfal con la superficie dorsal elevada por la palizada de la
superficie ventral, la cual esta sobre la superficie de la hoja; superficie dorsal con cubierta y varillas
de cerablanquecina, drea submarginal con filamentos cortos de cera; superficie ventraly lateral con
cubierta de cera. Los especimenes son de forma eliptica, redondeados posteriormente; papilas
dorsales y submarginales presentes; margen uniformemente granulado; drea porosa traqueal
tordcica y caudal se diferencian distintivamente en el margen; antenas situadas lateralmente de las
patas protordcicas; sedas marginal anterior, marginal posterior, cefalica, primeraabdominal, octava
abdominal y caudal presentes; pliegue toracico traqueal no indicado ventralmente; orificio
vasiforme semicordiforme; lingula lobulada.

Bemisia tabaci. Dimensiones: 750-850 um de largo y 620 um de ancho. Ultimo estado ninfal sin
palizada de ceray también las varillas de cera estan ausentes,son de coloramarillento. Especimenes
montados de forma semioval, agudos posteriormente; series de papilas submarginales ausentes;
puede presentar sedas dorsales largas y bien desarrolladas especialmente en especimenes que se
desarrollaron en hojas con pubescencia como es reportado previamente por Russell (1947, 1948).
Margen irregularmente granulado; poros traqueales no diferenciados en el margen; pliegues
tordcicos traqueales distintivamente en la superficie ventral por una cuticula punteada; antenas
situadas al lado de las patas protordxicas. Sedas marginal anterior, marginal posterior, cefdlica,
primera abdominal, octava abdominal y caudal, presentes; orificio vasiforme triangular; lingula
ensanchaday puntiaguda distalmente (ver figura 48).
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Figura 48. Ultimo estado ninfal de Bemisia tabaci. Fuente: autor de tesis.

Adulto: Trialeurodes vaporariorum. Dimensiones: 0.75a 1.10 mm de largo. Los adultos vivos tienen
el cuerpo de un color amarillo palido, con dos pares de alas blancas inmaculadas. Los ojos
compuestos estan divididos y no hay algin omatidio que forme un puente entre los dos grupos de
facetas. Las antenas con una sensila primaria en los segmentos 3, 5y 7. Un cono sensorial, esta
presente enlossegmentos 3,6y 7, essimilar a las de B. tabacipero en esta lltima especie hay una
sensila primaria en el segmento cuatro. Lasantenas de T. vaporariorum,son ligeramentey en forma
consistente mas grandes que las de B. tabaci; también las antenas de la hembray macho enambas
especies son muy similares en tamafio, sélo que en algunos especimenes las de las hembras son
ligeramente mas largas. Alas anteriores con el margen anterior curvadoy redondeado distalmente;
el margen de las alas anteriores “perillada”. Las espinas gruesas en la tibia meso y metatoraxicason
distintivamente arregladas en dos cepillos, uno opuestoal otro en las tibias mediasy uno opuesto
al peine en la tibia posterior. Las placas cerosas estan presentes en la superficie ventralabdominal,
dos para hembrasy cuatro para los machos, la superficie de estas estructuras es semirreticulada. La
placa supra genital esta bien desarrollada y claramente definida en la hembra; en el macho estd
modificada en un cuello en forma de tubo que es fuertemente esclerosada y oscuramente
pigmentada. El abdomen del macho presenta cinco bandas de poros de 2-4 um de didmetro, en la
superficie dorsal. El orificio vasiforme estd situado en la placa supragenitaly es similar entamafoy
forma en ambas especies. El edeago del macho de T. vaporariorum es ligeramente mas largo que
en B. tabaciy mas ancho sobre todo en la mitad basal; el borde ventral es casi recto.

Bemisia tabaci. Tamafio de 0.70 a 0.95 mm de largo. Los adultos vivos tienen el cuerpo de color
amarillo oscuro, con dos pares de alas blancas inmaculadas. Ojos compuestos divididos y cada ojo
consiste en dos grupos de omatidias con un omatidio que forma un puente entre los dos grupos.
Para el ojo compuesto. La parte superior estd formada por 45 omatidias y la porcién inferior por 31
omatidias, arregladas enforma hexagonal, en grupos interconectados de 6 omatidias alrededor de
unaomatidia relativamente un poco menory generalmente de color mas claro. Las antenas constan
de siete segmentos con unasensila primariaen los segmentos 3, 5y 7. Cono sensorial, estd presente
en el segmento 3, 6 y 7 (Lima et al., 2001). Las alas son membranosas y desnudas, presentando
textura semejante, margen anterior de las alas anteriores recto, redondeado distalmente, con
venacién notablemente reducida, mantenidas ligeramente separadas, formando una especie de
techo a dos aguas muyinclinadas sobre elabdomen, dejando parte del abdomen visible. El margen

148



de las alas anteriores y posteriores es “perillada” con setas diminutas origindndose de cada
estructura. Las tibias de las patas mesotoracicas presentan espinas fuertes que se disponen en
formaaleatoria. Patas metatordcicas con un Unico grupo lineal de se tas; las cuales son normalmente
mas pequefias, menos gruesas y esclerotizadas y mas juntas que otras setas sobre el mismo
segmento de la pata. Lima et al. (2001) reportan una imagen de un peine de setas con 17 unidades,
las cuales pueden variar ligeramente en nimero. En la superficie ventral del abdomen de las
hembras estan presentes dos pares de placas cerosas en los segmentos tresy cuatro, en el caso de
los machos se presentan cuatro pares en los segmentos tresaseis. La superficie de las placas cerosas
del abdomen es semirreticulada con figuras similares a rombos ocupando cada uno
aproximadamente 1 um de la superficie; la placa supra genital es débilmente desarrollada en la
hembray en el macho esta modificado en un cuello en formade tubo que es proyectado del apice
del abdomeny lleva los genitales del macho distalmente. El edeago del macho en B. tabaci es
ligeramente mas corto que en T. vaporariorum y mas delgado y un poco sinuoso (Carapia-Ruiz y
Castillo-Gutiérrez, 2013) (ver figura 49).

Figura 49. Adultos de Bemisia tabaci. Fuente: autor de tesis.

Importancia econémica de la mosca blanca.

La “mosca blanca de losinvernaderos”, (Trialeurodesvaporariorumy Bemisia tabaci) es considerada
una de las principales plagas asociadas a cultivos horticolas en ambientes protegidos, siendo el
tomate (Solanum lycopersicum L.) uno de los cultivos mas afectados (Moundy Halsey, 1978; Evans,
2007; Rehman et al., 2020). Suimportancia econdmica esta relacionada con una amplia distribucién
geografica, el gran nimero de especies cultivadas afectadas, el rango amplio de hospederos, su
potencial de dafio, bien como plaga (caso de T. vaporariorum), o como vector de virus y causante
de alteraciones fisioldgicas (caso de B. tabaci), o por los dafios indirectos que suelen ocasionar al
favorecereldesarrollo de fumagina causada por el hongo Capnodium spp. (Byrne, 1990; Osbomey
Landa, 1992; Faria y Wraight, 2001; Varmay Malathi, 2003; Mugiira et al., 2008; Ahmed etal., 2010).

Bemisia tabaci es un insecto polifago que se alimenta de alrededor de 300 especies de plantas
dentro de 63 familias (Moundy Halsery, 1978), y es vectorde 111 virus de plantas (Jones, 2003). B.
tabaci transmite virus pertenecientes a por lo menos cuatro géneros. De éstos, los begomovirus
(Begomovirus: Geminiviridae) se constituyen en el grupo mas importante de patdégenos que estan

149



causando pérdidas significativas en cultivos alimenticios e industriales en agroecosistemas
tropicales y subtropicales a nivel mundial (Polstony Anderson 1999; Morales y Anderson 2001;
Oliveira et al., 2001). América Latina ha sido la regién mas afectadaen términos de numerototalde
begomovirus transmitidos por la mosca blanca, nimero de cultivos afectados, pérdidas en
rendimientoy el area agricola devastada por estos patégenos. Millones de hectdreas de tierra apta
parala agricultura en 20 paises sufren elataque de mas detreinta begomovirus(Moralesy Anderson
2001).

Otras razones que hacen que estas dos especies de moscas blancas sean catalogadas como las mas
importantes, son su capacidad de desarrollar resistencia, en un tiempo relativamente corto a los
insecticidas usados para su control y la aparicién del biotipo B de B. tabaci, registrado por algunos
taxénomos como una nueva especie a la que denominaron Bemisia argentifolii Bellows & Perring,
(1993) la cual ha demostrado tener un mayor potencial bidtico que tiende a desplazar el biotipo A
de las dreas endonde antes se habia sefialado como especie predominante (Bellows et al., 1994).

El dafio econdmico causado por B. tabaci varia de leve a severo, con pérdidas anuales globales que
alcanzan miles de millones de ddlares estadounidenses en muchos cultivos (Mascarin et al., 2013;
Hasan et al., 2019).

Morfolégicamente no se pueden distinguir los biotipos de B. tabaci sin embargo, el biotipo B
presenta caracteristicas que lo distinguen del biotipo A como son el mayor espectro de hospedantes,
las mayores densidades de poblacién, la mayor capacidad para adquirir resistencia a insecticidas y
la induccién de desdrdenes fisioldégicos como la maduracidn desigual de frutos tomate y plateado
de las hojas en cucurbitaceas (Perring, 2001).

Enemigos naturales de la mosca blanca.

El control de B. tabaci y T. vaporariorum es principalmente realizado por medio del uso de
insecticidas convencionales. El control quimico ha favorecido el desarrollo de poblaciones
resistentes de dichos insectos, y el impacto negativo al medio ambiente que generael uso de este
tipo de tecnologia, ha impulsado el desarrollo de estrategias de manejo alternativas, donde el
control microbioldgico podria jugar un rol importante (Faria y Wraight, 2001; Mantzoukas y
Eliopoulos, 2020; Huang et al., 2010; Cuthbertson et al., 2011).

Los enemigos naturales parasitoides asociados a esta plaga pertenecen basicamente alos géneros
Encarsiay Eretmocerus (Hymenoptera: Aphelinidae). En particular Encarsia formosa Gahan, (1924),
es una especie mundialmente comercializada para el control de B. tabaciy T. vaporariorum en
cultivos horticolas bajo invernaculo (Hoddle et al., 1998; Cuellary Morales, 2006). E. formosa mata
al 75% de su huésped de mosca blanca sondeando a las ninfas con su ovipositor y depositando
huevos en sus cuerpos. Las larvas de E. formosa luego se alimentan del contenido interno de la
mosca blanca parasitada, se comen todos los érganos y dejan solo la armadura exterior en la que
pupan después (Kos et al., 2009) (ver figura 50).
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Todas las especies conocidas del género Eretmocerus Haldeman, (1908) son parasitoides primarios
solitarios de las ninfas de moscas blancas (Hemiptera: Aleyrodidae). La mayoria son arrenotocos
aunque se han registrado algunas especies telitocas. Las hembras colocan sus huevos debajode la
ninfa, la larva de primer estadio es laque penetraen elhuéspedy los dos siguientes estadios larvales
se desarrollan endoparasiticamente. El parasitoide completa el desarrollo pupal en el interior de la
ninfa momificada, y eladulto emerge através de un orificio circular hechoen el dorsodel huésped.
Ademas de parasitoides, los adultos también son predadores ya que se alimentan directamente de
los fluidos internos de las ninfas (host-feeding) (Gerling, 1990). Existen 57 especies descriptas de
Eretmocerus en todo el mundo (Rose y Zolnerowich, 2003). Para la Argentina, se han citado tres
especies: Eretmocerus paulistus Hempel, (1904), Eretmocerus corni Haldeman, (1850) (De Santis,
1967; Viscarret et al., 2000) y Eretmocerus mundus Mercet, (1931) (Caceres et al., 2005).

Figura 50. Eretmocerus sp. incubandose y emergiendo desde el cadaver de ninfa de Bemisia
tabaci. Fuente: autor de tesis.

El hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae también es una alternativa eficaz para el control
de la mosca blanca (Bemisia tabaci) (Islam et al., 2014, 2016; Malsam et al., 1998; Singh y Kaur,
2020; Oreste et al., 2016; Norhelina et al., 2013; Flores et al., 2012). Otros miembros del género
también son frecuentemente citados en el control y manejo de plagas agricolas, M. brunneum
(Petch), M. robertsii (J.F. Bischoff, Rehner y Humber), M. rileyi ((Farlow) Kepler, S.A. Rehnery
Humber), M. flavoviride (W. Gams y Rozsypal 1973) (Téthné-Bogdanyi et al., 2019).

Paecilomyces fumosoroseus Wize, (1904) y Lecanicilium lecanii han sido registrados como agentes
de control biolégico de mosquita blanca (Quesada-Moraga et al., 2006; Faria y Wraight, 2001;
Ravensbergetal., 1990; Wright, 1992). Formulaciones basadas en elhongo entomopatdgeno Isaria
fumosorosea son comercializadas desde la década del 90 para el manejo de mosquita blanca
(Cuthbertson et al., 2011; Faria y Wraight, 2001).

Trichoderma actua directamente como entomopatdgeno a través del parasitismo y la producciéon
de metabolitos secundarios insecticidas, compuestos anti-alimentarios y metabolitos repelentes.
Del mismo modo en que ha sido reportado para otros diferentes hongos entomopatdgenos,
Trichoderma es capaz de parasitar activamente los cuerpos de los insectos, usandolos como fuente
de nutrientes para la formacion de estructuras reproductivas (Sharma et al., 2022). Trichoderma
puede liberar unagran variedad de compuestos que inducen respuestas de resistencia sisté mica en
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plantas, y esto explica su falta de fitopatogenicidad (Leelavathi et al., 2014). Trichoderma
longibrachiatum ha sido reportado infectando Leucinodes orbonalis Guenee, (1854) (Gosh y Pal,
2016), B. tabaciy Chinche de las camas (Cimex hemipterus L., (1753)) (Anwar et al., 2016). Diferentes
especies de Trichoderma provocan porcentajes cercanos al 100% de mortalidad en coledpteros
adultos de Escarabajo rinoceronte de la palma(Oryctes rhinoceros L., (1753)) (Nasution et al., 2018).
Trichoderma también puede producir 6-pentyl-apyrone, metabolito secundario capaz de causar
100% de mortalidad en araiiita roja (Tetranychus urticae C.L. Koch, (1836)) en 48 h (Sharma et al.,
2022). La especie mas estudiada en este sentido es Trichoderma harzianum, por producir
metabolitos como peptaiboles, capaces de causar tasas de mortalidad del 100% en 15 dias en
Gusano de la harina (Tenebrio molitor) (Shakeriy Foster, 2007)

En su interacciéon con la planta, Trichoderma principalmente se comporta como un enddfito de la
raiz, colonizando sélo las capas mas externas de la raiz, debido a la respuesta de la planta ante la
penetracidn de agentes exdgenos mediada por acido salicilico, que impide que el hongo llegue a los
hacesvascularesy se comporte como un patégeno sistémico (Alonso-Ramirezetal., 2014). De esta
manera, Trichoderma también es capaz de activar las defensas sistémicas de la planta contra el
ataque de plagas (Poveda, 2020).

Hipétesis.

Los aislamientos Metarhizium taii CEP-722 y Trichoderma afroharzianum CEP-754tienen capacidad
patogénica sobre ninfas de Bemisia tabaci.

Objetivos.

Evaluar la capacidad patogénica de los aislamientos Metarhizium taii CEP-722 y Trichoderma
afroharzianum CEP-754 sobre ninfas de Bemisia tabaci.

Materiales y Métodos.

Se capturd una poblacion uniforme de los estados: huevos, ninfasy adultos de la mosca blanca (B.
tabaci) en cultivos de berenjena(Solanum melongena L.) en el campo experimentalde la Facultad
de Ciencias Agropecuarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata, ubicado en Los
Hornos, Provincia de Buenos Aires (-34.985191, -57.993469).

Se procedid a la cria masiva B. tabaci. Para ello, adultos de B. tabaci se introdujeron en jaulas
entomoldgicas de dimensiones 40 x 70 x 30, con plantas de tomate (S. lycopersicum) en su interior
con 10 hojas verdaderas y en pleno crecimiento vegetativo, luego de 72 horas las plantas fueron
removidasy colocadas en jaulas entomoldgicas sin presencia de insectos. Se verificd la presencia de
huevos en el haz y envés de las hojas. Dichas jaulas fueron mantenidas en un bioterio a una
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temperatura promedio de 28° C, humedad relativa 85% y un fotoperiodo de 18:6 h, luz: oscuridad.

Preparacidn de suspension de esporas.

En unaincubadora a 25° C, se cultivaron en placas de Petri de 90 mm de didmetro con medio SDYA
(MERCK, Alemania) los aislamientos M. taii CEP-722 y con medio APG (MERCK, Alemania) T.
afroharzianum CEP-754. Posterior a 10 dias de haber realizada la siembra y detectadala presencia
de esporulacion de los aislamientos, se procedié a la remocidon de conidios por medio de una
espatula metalica estéril, los cuales fueron suspendidos en 150 ml de agua destilada estéril,
almacenada en un matraz de tipo Erlenmeyer de 250 ml de capacidad (HDA, Estados Unidos de
América). Se agitd en vortex durante 30 minutos y fue medida y estandarizada una suspensién de
1x107 conidios/ml para ambos géneros.

Pruebas de patogenicidad de los aislamientos Metarhizium taii CEP-722 y Trichoderma
afroharzianum CEP-754 en estadios inmdviles de Bemisia tabaci.

Se introdujeron plantas de tomate en jaulas entomoldgicas junto con plantas infestadas de adultos
de B tabaci. Las plantas permanecieron por un periodo de 20 dias y luego fueron llevadas a una
camara bioterioa una temperatura promedio de 28° C, humedad relativa 85% y un fotoperiodo de
18:6 h, luz: oscuridad. Las plantas de tomate con presencia de todos los estados inmaduros de B.
tabaci fueron inoculadas con suspensiones de conidios de los hongos M. taii CEP-722 o T.
afroharzianum CEP-754 ambas en una concentracién de 1x107 conidios/ml. Se aplicé agua destilada
estéril para el tratamiento control. Fueron sometidas a ensayo 5 plantas por cada tratamiento. Los
tratamientos fueron aplicados una vez, por medio de un pulverizador de polietileno (100 ml,
genérico, China) hasta punto de goteo (0,5 ml por hoja aproximadamente). Las plantas inoculadas
se mantuvieron en bioterios con las condiciones previamente descritas durante 14 dias. Posteriora
este periodo se recolectaron7hojas al azar por cada plantatratada (5 plantas por cada tratamiento),
las hojas fueron puestas en cdmaras hiumedas dentro de placas de Petri de 90 mm de didmetro
durante 24 horas y enuna superficie de 10 x 10 mm del Iébulo central y del envésde las hojas, se
determind un porcentaje de mortalidad de ninfas de B. tabaci por cada tratamiento a través de un
conteo simple de ninfas con indicio de muerte por infeccidn flngica y/o con esporulacién visible.

Las plantas tratadas fueron dispuestas en 3 bioterios distintos. Este estudio se realizd por duplicado.

Analisis estadisticos.

Los datos de porcentaje de mortalidad fueron analizados mediante un modelo mixto generalizado
(Zuur et al., 2009) debido a que la respuesta no presentd distribuciéon Normal. Se considero al
tratamiento como efecto fijo con tres niveles (TO, T1 y T2) y a la planta y la hoja como efectos
aleatorios. Se utilizé la distribucidn Poisson para modelar la respuestaya que se trata de conteos de
individuos muertos porunidad de superficie. Las diferencias entre las medias de los tratamientos se
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contrastaron a posteriori con la pruebaLSD de Fisher. El nivel de significacién fue de 5%. Se utilizé
el paguete InfoStat (versién 4.2.1). (DiRienzo et al., 2020) pararealizar los andlisis estadisticos. Para
mayor detalle consultar Anexo 3.

Resultados.

En el tratamiento controlno se observaron caddveres de huevos nide estados ninfales de B. tabaci.
El comportamiento de las colonias no se vio afectado, inclusive se logré apreciar la disposicién
circular de huevos caracteristica de la especie (ver figura 52). El desarrollo de ninfas no se vio
afectado en las colonias del tratamiento con suspensién de conidios del aislado T. afroharzianum
CEP-754 (ver figura 53). Por otro lado, en el tratamiento con suspension de conidios del aislado
Metarhizium taii CEP-722 se observaron muertes en todos los estados inmaduros de B. tabacdi
exceptuando huevos. En dicho tratamiento se observé micelio en pleno crecimientoy e sporulacién
con colores caracteristicos del género Metarhizium (verfigura 54 y 55). Los porcentajes promedios
obtenidos de las mediciones del ensayo de patogenicidad con suspensiones de conidios de
Metarhizium taii CEP-722 y Trichoderma afroharzianum CEP-754 demuestran que la cepa M. taii
CEP-722 tiene capacidad parasitica de estados ninfales de B. tabaci, el cual presenté un valor
promedio cercano al 30 % (ver figura 51), en contraste con la cepa T. afroharzianum CEP-754 y el
tratamiento control que no presentd actividad patogénica sobre estados inmaduros de B. tabaci.

Tras el andlisis de datos de modelos lineales generalizados mixtos, utilizando la variable
dependiente; muertes porinfeccidn fungica se determiné que los datos tienen una distribucion de
Poisson, se realizé una prueba de hipdtesis marginales (Wald) para los efectos fijos (tabla 13). La
comparacién entre medias ajustadasy errores estandares de los distintos tratamientos se presentan
en la tabla 14. El aislado M. taii CEP-722 presenta diferencias significativas respecto de los otros dos
tratamientos (T. afroharzianum y testigo).

Source numDF denDF F-value p-value
tratamiento 2 102 78,02 <0,0001

Tabla 13. Prueba de hipdtesis marginales (Wald) para los efectos fijos.
Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0
LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento PredLin E.E. Media E.E.

Tl 3,38 0,06 29,31 1,89 A
T2 -2,87 0,71 0,06 0,04 B
T3 -2,87 0,71 0,06 0,04 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 14. Inversa de la funcién enlace para los distintos tratamientos.
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Figura 51. Gréfico del porcentaje promedio de ninfas de B. tabaci afectadas por infeccidn fungica

y/o con esporulacién visible.

Figura 52. Ninfas de distintos estadios y huevos de Bemisia tabaci en disposicion circular en el
tratamiento control.

Figura 53. Huevos y ninfas de todos los estadios de Bemisia tabaci en el tratamiento con
suspension de conidios de la cepa Trichoderma afroharzianum CEP-754.
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Figura 54. Cadaver de ninfa de Bemisia tabaci en segundo estadio con esporulacién de
Metarhizium taii CEP-722.

Figura 55. Colonia de Bemisia tabaci con infestacion de Metarhizium taii CEP-722 y ninfas de
Bemisia tabaci sanas e infectadas.

Discusion.

Si bien aislamientos del género Trichoderma han presentado capacidad patogénica sobre insectos
en estudios previos (Shakeriy Foster, 2007; Anwar et al., 2016; Nasution et al., 2018; Sharma et al.,
2022), no todas las especies de este género tienen dicha capacidad. La cepa T. afroharzianum CEP-
754 no presentdé patogenicidad en estados inmaduros de Bemisia tabaci, pero seria interesante
realizar otros estudios con esta cepa cambiando la metodologia implementaday las especies de
insecto blanco. En un estudio sobre aislamientos flngicos promisorios como entomopatdgenos
Barasaet al.(2021) reportaron una mortandad de 37.8+3.9% de adultos de Frankliniella occidentalis
y un 33.3£3.1 % de ninfas de la misma especie, diez dias posteriores a la aplicacién de suspensiones
de conidios de T. afroharzianum. En los sistemas agropecuarios convencionales, donde se aplican
constantemente insecticidas de sintesis quimica, la implementacién de insectos depredadoresy/o
parasitoides como agentes de control supone un desafio ya que la eficiencia de éstos puede verse
afectada por la presencia de residuos de aplicaciones previas con insecticidas. Téthné Bogdanyi et
al. (2019) proponen que el uso de hongos entomopatdgenos puede ser favorable frente a este
escenario, dado que, por su biologia son mas resistentes a la presencia de residuos insecticidas.
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Como alternativa a los productos quimicos, el uso de micoinsecticidas se considera un método
ecoldgicamente amigable en el control de plagas de artrépodos. Cadavez mds cepasy aislamientos
de hongos estan en camino de convertirse en productos comerciales disponibles para el mercado,
su uso en el control sostenible de plagas estd en expansion. Steenbergy Humber, ya en 1999
mencionan que mas de 20 diferentes especies de hongos entomopatdgenos han sido reportadas
como patégenos de B. tabaci. En este sentido el aislado M. taii CEP-722, el cual presentd buenos
resultados previos tanto en las pruebas in vitro de cultivo dual frente alos fitopatdgenos B. cinerea
y S. sclerotiorum, como también en las pruebas de promocidn delcrecimiento de plantas de tomate
(S. lycopersicum), podria ser implementado dentro de un plan de manejo de B. tabaci en
producciones convencionales de dicho cultivo, realizando estudios en laboratorio y a campo sobre
formulados con este microorganismo. La capacidad patogénica sobre estados inmaduros de B.
tabaci que presenta el aislado de M. taii CEP-722 probablemente esta dada por las caracteristicas
como saprofitos facultativos que presentan algunas especies del género Metarhizium. Trabajos
cientificos previos aluden que dicha capacidad les permite atacar a los artrépodos y crecer como
pardsitos en sus cuerpos, y en ausencia de un huésped adecuado los miembros de este género,
debido a su metabolismo labil, pueden vivir libremente en la rizosfera, en plantas o sobrevivir en
particulas no vivas dentro del suelo (Kepler et al., 2014; Skinner et al., 2014).

Conclusion.

Tras los andlisis estadisticos de los datos obtenidos en las pruebas de patogenicidad, se puede
concluir que la cepa CEP-722 de la especie Metarhizium taii es patdégeno de todos los estadios
ninfales de Bemisia tabaci, mientras que la cepa CEP-754 de Trichoderma afroharzianum no lo es
bajo las metodologias implementadas.
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Conclusion final.

Este trabajo doctoral se centré en la busqueda, andlisis, seleccidn e identificacion de
microorganismos nativos de Argentina promisorios como Agentes de Control Bioldgico (ACB), el cual
se basa en el entendimiento de las dindmicas entre los organismos de los agroecosistemas. Como
se expuso en este trabajo los ACB son organismos seleccionados bajo rigurosos métodos de estudio
y estan presentesen los agroecosistemas con mayor riqueza de biodiversidad. Es preciso recalcar la
importancia de los sistemas productivos agroecoldgicos como reservorios y fuente de biodiversidad
y los beneficios a la sociedad que generan los vinculos entre los/as agricultores/as y el ambito
cientifico-académico, ya que este trabajo solo pudo realizarse gracias a que agricultores/as
dispusieron de su tiempo y conocimiento a favor del desarrollo de la ciencia en Argentina.

La seleccidn de ACB mediante el analisis de su efecto como promotores del crecimiento de los
cultivos, permite dilucidar las multiples interacciones entre distintos organismos presentes en los
agroecosistemasy lo beneficiosas que pueden ser parala agricultura algunas de estas interacciones.
Sumadoa ello, la seleccién de organismos nativos o naturalizados de una zonaen particular esuna
buena estrategia para minimizar el impacto ambiental que genera el aumento poblacional de una
especie, permitiendo a las producciones agropecuarias que pasan por un proceso de transicidn
agroecoldgica, abordar posibles problemas fitosanitarios generando menosdisturbios ambientales.

Posterior a la evaluacidon de los resultados obtenidos en el transcurso del trabajo, se puede
determinar que en producciones agroecolégicas de la Provincia de Buenos Aires existen cepas
nativas o naturalizadas del género Trichoderma y de hongos entomopatdgenos, las cuales tienen
buenas caracteristicas como agentes de control biolégico.

Por medio de los estudios de patogenicidad realizados este trabajo con aislamientos del género
Trichoderma sobre estadios ninfales de Bemisia tabaci, se determiné que Trichoderma
afroharzianum CEP-754 no tiene capacidad parasitica sobre ninfas de B. tabaci.

Por otro lado, los estudios de patogenicidad realizados con aislamientos del género Metarhizium
sobre estadios ninfales de B. tabaci, evidencian que Metarhizium taii CEP-722 tiene capacidad
parasitica sobre ninfas de B. tabaci.

En estudios de cultivo dual sobre aislamientos de Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum, se
determind que todos los aislamientos de los géneros Trichoderma y Metarhizium obtenidos en este
trabajo de muestras de suelo de campos agroecolégicos presentan una capacidad antagonista sobre
B. cinerea y S. sclerotiorum.

En este trabajo se concluyé que, los aislamientos seleccionados del género Trichoderma CEP-745;
CEP-749; CEP-751; CEP-752; CEP-753 y CEP-754 y los aislamientos delgénero Metarhizium CEP-722,
CEP-723, CEP-724, CEP-725 y CEP-726, generan una evidente promocidn del crecimiento en plantas
de tomate (S. lycopersicum) variedad platense.

Los resultados expuestos en los estudios previamente presentados permiten avanzar en el
desarrollo de insumos bioldgicos para la agricultura y eventualmente pueden ser incorporados en
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un disefio de manejo fitosanitario a pequefia, mediana y gran escala en distintas zonas, tras
someterse al desarrollo de formulaciones y evaluaciones a campo. El autor de este trabajo espera
que la metodologia descrita a través de los distintos capitulos sea un aporte en la estandarizacion
de procesos a seguir para la obtencién de ACB.
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Anexo 1.

Tablas de los valores observados en los ensayos de cultivo dual de aislamientos del género
Trichoderma frente a B. cinerea y S. sclerotiorum.

Crecimiento en placas de Petri de tratamientos testigos de Botrytis cinerea.

Testigo | valor valor valor valor valor valor valor
B-1 2 16 28 37 47 70 80
B-2 2 14 27 42 52 73 80
B-3 2 15 27 37 48 71 80
B-4 2 15 27 37 48 70 80
B-5 2 15 29 40 51 72 80
B-6 1 15 29 39 49 70 80
B-7 2 14 28 43 57 74 80
B-8 1 14 28 40 54 71 80

Crecimiento en placas de Petri de tratamientos testigos de Sclerotinia sclerotiorum.

Testigo valor valor valor valor valor
S-1 2 18 50 74 80
S-2 1 20 43 62 80
S-3 1 25 47 72 80
S-4 2 18 48 74 80
S-5 1 25 42 60 80
S-6 3 24 53 78 80
S-7 3 24 54 80 80
S-8 2 21 43 71 80
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Datos crudos de tratamientos testigos de aislamientos del género Trichoderma para el ensayo con
Sclerotinia sclerotiorum.

Tratamientos | mm/dia 1 mm/dia 2 mm/dia 3 mm/dia 4 mm/dia 5
1 5 26 45 67 80
1 5 26 45 63 80
1 5 26 46 64 80
1 5 25 45 64 80
1 4 25 a4 64 80
1 4 25 43 64 80
1 5 29 48 67 80
1 5 26 45 65 80
2 4 15 35 54 80
2 5 18 39 58 80
2 5 18 39 57 80
2 3 15 33 50 80
2 5 18 31 54 80
2 5 18 32 54 80
2 5 18 32 54 80
2 5 18 39 54 80
3 4 15 32 47 68
3 4 13 32 45 71
3 4 15 30 43 69
3 4 15 30 42 70
3 5 18 34 a7 71
3 7 21 35 46 69
3 4 15 32 47 71
3 4 15 32 a7 70
4 4 23 40 56 80
4 6 26 42 60 80
4 4 22 39 58 80
4 3 20 38 55 80
4 7 27 42 55 80
4 4 21 39 55 80
4 6 21 42 60 80
4 5 23 40 57 80
5 8 27 a7 62 80
5 8 26 42 63 80
5 7 26 47 64 80
5 5 26 46 63 80
5 7 25 44 58 80
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15 6 | |23 | |38 | |s3 | |80

Datos crudos de tratamientos testigos de aislamientos del género Trichoderma para el ensayo con
Botrytis cinerea.

Tratamientos| mm/dia 1 mm/dia 2 mm/dia 3 mm/dia 4 mm/dia 5
1 6 24 43 62 80,0
1 5 20 40 60 80,0
1 5 20 47 58 80,0
1 5 22 41 59 80,0
1 8 27 47 58 80,0
1 6 26 45 60 80,0
1 4 21 41 61 80,0
1 8 26 46 64 80,0
2 3 17 37 57 80,0
2 5 24 35 62 80,0
2 4 19 39 59 80,0
2 4 20 39 57 80,0
2 4 19 39 59 80,0
2 2 17 36 58 80,0
2 3 17 36 57 80,0
2 3 20 41 60 80,0
3 7 23 37 54 80,0
3 5 23 39 57 80,0
3 6 20 36 54 80,0
3 5 20 35 50 80,0
3 6 23 40 57 80,0
3 6 21 37 54 80,0
3 6 22 38 56 80,0
3 4 19 35 54 80,0
4 9 27 45 60 80,0
4 9 27 44 58 80,0
4 8 26 45 60 80,0
4 8 26 46 62 80,0
4 6 24 40 55 80,0
4 7 25 43 57 80,0
4 8 26 45 62 80,0
4 8 26 47 61 80,0
5 7 28 45 64 80,0
5 7 27 46 65 80,0
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6 28 45 63 80,0
6 26 44 64 80,0
6 27 46 66 80,0
5 29 47 65 80,0
6 27 45 60 80,0
7 27 46 66 80,0
6 25 47 65 80,0
6 25 46 67 80,0
6 24 45 66 80,0
9 28 49 69 80,0
7 27 47 67 80,0
7 24 45 63 80,0
6 25 46 67 80,0
7 26 47 66 80,0
6 30 49 68 80,0
8 28 49 70 80,0
8 31 50 71 80,0
8 23 45 67 80,0
8 25 46 65 80,0
7 28 49 68 80,0
6 31 45 68 80,0
6 26 45 69 80,0
5 20 41 61 80,0
6 22 45 61 80,0
5 22 44 64 80,0
5 22 44 62 80,0
3 14 35 60 80,0
3 19 44 61 80,0
6 24 44 61 80,0
5 22 43 63 80,0
6 24 45 66 80,0
5 23 44 64 80,0
6 23 45 63 80,0
6 25 46 65 80,0
9 28 49 65 80,0
10 28 49 67 80,0
10 28 50 64 80,0
6 25 46 66 80,0
6 19 34 50 80,0
6 20 36 53 80,0
6 6 34 51 80,0
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14
14
14
14
14
14
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5 18 35 52 80,0
6 18 35 51 80,0
6 20 35 51 80,0
6 19 36 53 80,0
6 16 33 50 80,0
4 20 44 63 80,0
6 25 45 65 80,0
6 25 46 67 80,0
5 23 43 64 80,0
7 25 46 67 80,0
7 24 47 61 80,0
3 20 48 63 80,0
7 22 48 66 80,0
5 22 41 68 80,0
8 29 51 70 80,0
8 29 51 69 80,0
5 22 43 64 80,0
4 26 47 66 80,0
5 24 45 67 80,0
5 25 47 68 80,0
5 23 47 67 80,0
7 29 49 66 80,0
5 27 45 63 80,0
6 28 47 65 80,0
5 25 44 64 80,0
5 26 43 61 80,0
6 27 44 63 80,0
6 28 46 64 80,0
6 27 46 65 80,0
3 17 35 56 80,0
3 20 37 57 80,0
2 17 36 57 80,0
3 19 39 59 80,0
3 19 39 58 80,0
3 20 39 58 80,0
3 20 37 58 80,0
3 19 39 59 80,0
5 24 39 54 80,0
5 23 35 51 80,0
6 25 38 53 80,0
7 21 38 54 80,0
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15
15
15
15

5 23 38 52 80,0
7 23 38 53 80,0
5 24 37 52 80,0
6 23 38 53 80,0

Datos crudos de los cultivos dualesy porcentajes de inhibicién de Sclerotinia sclerotiorum frente a

aislamientos del género Trichoderma.

dial dia 2

Trat Trich. Scler. % de inhibicidn Trich. Scler. % de inhibicidn
1 5,0 1,0 46,67 25,0 16,0 27
1 5,0 0,5 73,33 26,0 14,0 36
1 5,0 0,5 73,33 25,0 15,0 31
1 5,0 1,0 46,67 27,0 11,0 50
1 5,0 1,0 46,67 26,0 18,0 18
1 5,0 1,0 46,67 26,0 14,0 36
1 6,0 2,0 -6,67 27,0 22,0 -1
1 51 1,0 46,67 26,0 15,7 28
2 5,0 1,0 46,67 19,0 5,0 77
2 5,0 2,0 -6,67 19,0 18,0 18
2 5,0 2,0 -6,67 18,0 23,0 -5
2 4,0 1,0 46,67 16,0 6,0 73
2 5,0 2,0 -6,67 18,0 23,0 -5
2 5,0 2,0 -6,67 22,0 18,0 18
2 5,0 2,0 -6,67 19,0 18,0 18
2 5,0 2,0 -6,67 19,0 18,0 18
3 5,0 1,0 46,67 16,0 21,0 4
3 4,0 2,0 -6,67 15,0 22,0 -1
3 5,0 2,0 -6,67 18,0 22,0 -1
3 2,0 1,0 46,67 11,0 20,0 9
3 3,0 1,0 46,67 13,0 17,0 22
3 4,0 2,0 -6,67 15,0 22,0 -1
3 4,0 2,0 -6,67 15,0 22,0 -1
3 4,0 2,0 -6,67 15,0 22,0 -1
4 6,0 1,0 46,67 23,0 13,0 41
4 4,0 1,0 46,67 28,0 14,0 36
4 5,0 1,0 46,67 26,0 16,0 27
4 3,0 1,0 46,67 20,0 19,0 13
4 3,0 0,5 73,33 13,0 13,0 41
4 5,0 2,0 -6,67 25,0 23,0 -5
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4 4,0 1,0 46,67 22,0 22,0 -1
4 4,3 1,1 42,86 22,4 17,1 22
5 6,0 3,0 -60,00 22,0 22,0 -1
5 7,0 3,0 -60,00 25,0 26,0 -19
5 5,0 4,0 -113,33 22,0 26,0 -19
5 4,0 4,0 -113,33 20,0 26,0 -19
5 7,0 3,0 -60,00 26,0 24,0 -10
5 7,0 2,0 -6,67 26,0 22,0 -1
5 7,0 3,0 -60,00 24,0 22,0 -1
5 6,0 3,0 -60,00 24,0 22,0 -1
6 6,0 2,0 -6,67 24,0 21,0 4

6 8,0 4,0 -113,33 27,0 25,0 -14
6 7,0 2,0 -6,67 26,0 22,0 -1
6 8,0 4,0 -113,33 26,0 26,0 -19
6 7,0 2,0 -6,67 24,0 20,0 9

6 5,0 2,0 -6,67 22,0 22,0 -1
6 7,0 2,0 -6,67 24,0 22,0 -1
6 7,0 3,0 -60,00 24,0 22,0 -1
7 6,0 1,0 46,67 27,0 16,0 27
7 5,0 2,0 -6,67 25,0 19,0 13
7 8,0 2,0 -6,67 30,0 24,0 -10
7 8,0 1,0 46,67 30,0 14,0 36
7 8,0 1,0 46,67 30,0 14,0 36
7 8,0 2,0 -6,67 31,0 25,0 -14
7 8,0 1,0 46,67 30,0 9,0 59
7 8,0 1,0 46,67 30,0 9,0 59
8 3,0 1,0 46,67 15,0 22,0 -1
8 3,0 2,0 -6,67 20,0 23,0 -5
8 2,0 2,0 -6,67 18,0 23,0 -5
8 4,0 0,5 73,33 25,0 20,0 9

8 3,0 1,0 46,67 20,0 23,0 -5
8 3,0 0,5 73,33 22,0 20,0 9

8 5,0 0,5 73,33 24,0 18,0 18
8 3,3 1,1 42,86 21,1 21,3 3

9 5,0 1,0 46,67 27,0 12,0 45
9 5,0 0,5 73,33 27,0 16,0 27
9 5,0 1,0 46,67 25,0 21,0 4

9 5,0 0,5 73,33 28,0 19,0 13
9 5,0 2,0 -6,67 27,0 10,0 54
9 5,0 1,0 46,67 24,0 16,0 27
9 5,0 1,0 46,67 27,0 17,0 22
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9 5,0 1,0 46,67 26,4 15,9 28
10 4,0 2,0 -6,67 20,0 21,0 4
10 5,0 1,0 46,67 22,0 17,0 22
10 5,0 1,5 20,00 21,0 17,0 22
10 4,0 1,0 46,67 20,0 18,0 18
10 4,0 1,5 20,00 20,0 23,0 -5
10 4,0 1,0 46,67 20,0 19,0 13
10 5,0 1,0 46,67 22,0 16,0 27
10 4,4 1,3 31,43 20,7 18,7 14
11 3,0 0,5 73,33 22,0 12,0 45
11 3,0 2,0 -6,67 22,0 24,0 -10
11 3,0 2,0 -6,67 20,0 22,0 -1
11 4,0 2,0 -6,67 23,0 25,0 -14
11 3,0 2,0 -6,67 19,0 25,0 -14
11 4,0 2,0 -6,67 25,0 25,0 -14
11 3,0 0,5 73,33 21,0 17,0 22
11 3,3 1,6 16,19 21,7 21,4 2
12 4,0 2,0 -6,67 18,0 20,0 9
12 6,0 2,0 -6,67 18,0 21,0 4
12 4,0 2,0 -6,67 21,0 24,0 -10
12 5,0 2,0 -6,67 15,0 22,0 -1
12 5,0 2,0 -6,67 20,0 22,0 -1
12 6,0 2,0 -6,67 20,0 18,0 18
12 6,0 2,0 -6,67 15,0 22,0 -1
12 5,0 2,0 -6,67 19,0 21,0 4
13 6,0 2,0 -6,67 24,0 24,0 -10
13 6,0 3,0 -60,00 24,0 23,0 -5
13 7,0 3,0 -60,00 24,0 25,0 -14
13 7,0 1,0 46,67 24,0 19,0 13
13 7,0 2,0 -6,67 24,0 18,0 18
13 7,0 4,0 -113,33 23,0 24,0 -10
13 7,0 2,0 -6,67 24,0 24,0 -10
13 7,0 2,0 -6,67 24,0 24,0 -10
14 3,0 3,0 -60,00 15,0 22,0 -1
14 4,0 4,0 -113,33 15,0 25,0 -14
14 4,0 4,0 -113,33 15,0 25,0 -14
14 3,0 3,0 -60,00 15,0 25,0 -14
14 4,0 1,0 46,67 15,0 15,0 31
14 4,0 1,0 46,67 17,0 12,0 45
14 4,0 3,0 -60,00 15,0 22,0 -1
14 4,0 3,0 -60,00 15,0 22,0 -1
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15 7,0 2,0 -6,67 16,0 21,0 4
15 7,0 1,0 46,67 15,0 22,0 -1
15 7,0 2,0 -6,67 18,0 22,0 -1
15 8,0 3,0 -60,00 12,0 20,0 9
15 7,0 2,0 -6,67 13,0 17,0 22
15 6,0 2,0 -6,67 16,0 22,0 -1
15 5,0 1,0 46,67 16,0 22,0 -1
15 6,0 3,0 -60,00 15,0 22,0 -1
dia3 dia 4
% de

Trat. Trich. Scler. % de inhibicion Trich. Scler. inhibicidn
1 40,0 35,0 26 40 35 51
1 43,0 33,0 31 43,0 33,0 54
1 41,0 34,0 28 41,0 34,0 52
1 42,0 33,0 31 42,0 33,0 54
1 40,0 35,0 26 40,0 35,0 51
1 42,0 38,0 20 42,0 38,0 47
1 39,0 36,0 24 39,0 36,0 50
1 41,0 34,9 27 41,0 34,9 51
2 36,0 20,0 58 43,0 32,0 55
2 33,0 37,0 22 34,0 37,0 48
2 30,0 42,0 12 32,0 42,0 41
2 33,0 26,0 45 43,0 32,0 55
2 32,0 39,0 18 36,0 39,0 45
2 36,0 34,0 28 40,0 34,0 52
2 33,0 36,0 24 36,0 36,0 50
2 33,0 36,0 24 36,0 36,0 50
3 28,0 41,0 14 33,0 41,0 43
3 26,0 42,0 12 28,0 42,0 41
3 31,0 38,0 20 33,0 41,0 43
3 23,0 45,0 5 25,0 45,0 37
3 26,0 42,0 12 32,0 42,0 41
3 26,0 44,0 7 29,0 44,0 38
3 26,0 42,0 12 28,0 42,0 41
3 26,0 42,0 12 28,0 42,0 41
4 42,0 25,0 47 44,0 31,0 57
4 38,0 29,0 39 42,0 30,0 58
4 40,0 29,0 39 41,0 29,0 59
4 35,0 35,0 26 38,0 35,0 51
4 35,0 29,0 39 41,0 31,0 57
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4 34,0 32,0 33 36,0 32,0 55
4 35,0 33,0 31 36,0 33,0 54
4 37,0 30,3 36 39,7 31,6 56
5 33,0 34,0 28 36,0 35,0 51
5 34,0 37,0 22 34,0 38,0 47
5 32,0 40,0 16 32,0 40,0 44
5 30,0 40,0 16 30,0 41,0 43
5 34,0 35,0 26 34,0 36,0 50
5 34,0 31,0 35 34,0 32,0 55
5 34,0 34,0 28 35,0 35,0 51
5 34,0 34,0 28 35,0 35,0 51
6 31,0 37,0 22 36,0 37,0 48
6 31,0 37,0 22 35,0 37,0 48
6 31,0 36,0 24 36,0 36,0 50
6 33,0 36,0 24 35,0 36,0 50
6 30,0 36,0 24 36,0 36,0 50
6 30,0 39,0 18 35,0 39,0 45
6 31,0 36,0 24 36,0 36,0 50
6 31,0 37,0 22 36,0 37,0 48
7 42,0 32,0 33 42,0 32,0 55
7 41,0 34,0 28 41,0 34,0 52
7 39,0 36,0 24 39,0 36,0 50
7 42,0 29,0 39 42,0 29,0 59
7 46,0 29,0 39 46,0 29,0 59
7 38,0 35,0 26 38,0 35,0 51
7 46,0 26,0 45 46,0 26,0 64
7 46,0 26,0 45 46,0 26,0 64
8 33,0 40,0 16 33,0 40,0 44
8 34,0 41,0 14 34,0 41,0 43
8 31,0 40,0 16 31,0 40,0 44
8 37,0 36,0 24 37,0 36,0 50
8 36,0 40,0 16 36,0 40,0 44
8 35,0 35,0 26 36,0 35,0 51
8 39,0 34,0 28 39,0 34,0 52
8 35,0 38,0 20 35,1 38,0 47
9 34,0 27,0 43 34,0 27,0 62
9 40,0 30,0 37 40,0 30,0 58
9 35,0 35,0 26 35,0 35,0 51
9 39,0 29,0 39 39,0 29,0 59
9 45,0 24,0 49 45,0 24,0 66
9 39,0 33,0 31 39,0 33,0 54
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9 39,0 30,0 37 39,0 30,0 58
9 38,7 29,7 37 38,7 29,7 58
10 33,0 36,0 24 33,0 36,0 50
10 35,0 33,0 31 35,0 33,0 54
10 34,0 33,0 31 34,0 33,0 54
10 33,0 33,0 31 33,0 33,0 54
10 31,0 37,0 22 31,0 37,0 48
10 33,0 36,0 24 34,0 36,0 50
10 35,0 32,0 33 36,0 32,0 55
10 33,4 34,3 28 33,7 34,3 52
11 40,0 31,0 35 40,0 31,0 57
11 32,0 38,0 20 32,0 38,0 47
11 33,0 38,0 20 33,0 38,0 47
11 34,0 38,0 20 34,0 38,0 47
11 31,0 43,0 9 31,0 43,0 40
11 34,0 37,0 22 34,0 37,0 48
11 39,0 35,0 26 39,0 35,0 51
11 34,7 37,1 22 34,7 37,1 48
12 31,0 44,0 7 35,0 44,0 38
12 30,0 40,0 16 33,0 40,0 44
12 34,0 39,0 18 34,0 39,0 45
12 31,0 40,0 16 32,0 40,0 44
12 31,0 43,0 9 35,0 43,0 40
12 34,0 34,0 28 38,0 34,0 52
12 34,0 40,0 16 36,0 40,0 44
12 34,0 40,0 16 35,0 40,0 44
13 38,0 35,0 26 45,0 36,0 50
13 37,0 34,0 28 45,0 34,0 52
13 38,0 35,0 26 44,0 35,0 51
13 38,0 31,0 35 41,0 32,0 55
13 36,0 34,0 28 39,0 34,0 52
13 35,0 31,0 35 39,0 36,0 50
13 36,0 34,0 28 41,0 34,0 52
13 36,0 34,0 28 41,0 34,0 52
14 30,0 41,0 14 33,0 41,0 43
14 24,0 41,0 14 33,0 41,0 43
14 29,0 43,0 9 34,0 43,0 40
14 32,0 43,0 9 32,0 43,0 40
14 30,0 32,0 33 35,0 37,0 48
14 34,0 34,0 28 41,0 35,0 51
14 30,0 41,0 14 33,0 41,0 43

177




14 30,0 41,0 14 33,0 41,0 43
15 31,0 41,0 14 33,0 41,0 43
15 26,0 42,0 12 28,0 42,0 41
15 31,0 38,0 20 31,0 38,0 47
15 23,0 45,0 5 25,0 45,0 37
15 26,0 42,0 12 31,0 42,0 41
15 26,0 44,0 7 29,0 44,0 38
15 26,0 42,0 12 28,0 42,0 41
15 26,0 42,0 12 28,0 42,0 41
dia5

Trat. Trich. Scler. % de inhibicion

1 40,0 35,0 56,3

1 43,0 33,0 58,8

1 41,0 34,0 57,5

1 42,0 33,0 58,8

1 40,0 35,0 56,3

1 42,0 38,0 52,5

1 39,0 36,0 55,0

1 41,0 34,9 56,4

2 45,0 36,0 55,0

2 45,0 34,0 57,5

2 44,0 35,0 56,3

2 41,0 32,0 60,0

2 39,0 34,0 57,5

2 39,0 36,0 55,0

2 41,0 34,0 57,5

2 41,0 34,0 57,5

3 33,0 41,0 48,8

3 28,0 42,0 47,5

3 33,0 38,0 52,5

3 25,0 45,0 43,8

3 32,0 42,0 47,5

3 29,0 44,0 45,0

3 28,0 42,0 47,5

3 28,0 42,0 47,5

4 44,0 26,0 67,5

4 42,0 30,0 62,5

4 41,0 29,0 63,8

4 38,0 35,0 56,3

4 41,0 31,0 61,3
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4 36,0 32,0 60,0
4 36,0 33,0 58,8
4 39,7 30,9 61,4
5 36,0 35,0 56,3
5 34,0 38,0 52,5
5 32,0 40,0 50,0
5 30,0 41,0 48,8
5 34,0 36,0 55,0
5 34,0 32,0 60,0
5 35,0 35,0 56,3
5 35,0 35,0 56,3
6 36,0 37,0 53,8
6 35,0 37,0 53,8
6 36,0 36,0 55,0
6 35,0 36,0 55,0
6 36,0 36,0 55,0
6 35,0 39,0 51,3
6 36,0 36,0 55,0
6 36,0 37,0 53,8
7 42,0 32,0 60,0
7 41,0 34,0 57,5
7 39,0 36,0 55,0
7 42,0 29,0 63,8
7 46,0 29,0 63,8
7 38,0 35,0 56,3
7 46,0 26,0 67,5
7 46,0 26,0 67,5
8 33,0 40,0 50,0
8 34,0 41,0 48,8
8 31,0 40,0 50,0
8 37,0 36,0 55,0
8 36,0 40,0 50,0
8 36,0 35,0 56,3
8 39,0 34,0 57,5
8 35,1 38,0 52,5
9 34,0 27,0 66,3
9 40,0 30,0 62,5
9 35,0 35,0 56,3
9 39,0 29,0 63,8
9 45,0 24,0 70,0
9 39,0 33,0 58,8
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9 39,0 30,0 62,5
9 38,7 29,7 62,9
10 33,0 36,0 55,0
10 35,0 33,0 58,8
10 34,0 33,0 58,8
10 33,0 33,0 58,8
10 31,0 37,0 53,8
10 34,0 36,0 55,0
10 36,0 32,0 60,0
10 33,7 34,3 57,1
11 40,0 31,0 61,3
11 32,0 38,0 52,5
11 33,0 38,0 52,5
11 34,0 38,0 52,5
11 31,0 43,0 46,3
11 34,0 37,0 53,8
11 39,0 35,0 56,3
11 34,7 37,1 53,6
12 35,0 44,0 45,0
12 33,0 40,0 50,0
12 34,0 39,0 51,3
12 32,0 40,0 50,0
12 35,0 43,0 46,3
12 38,0 34,0 57,5
12 36,0 40,0 50,0
12 35,0 40,0 50,0
13 33,0 41,0 48,8
13 28,0 42,0 47,5
13 33,0 38,0 52,5
13 25,0 45,0 43,8
13 32,0 42,0 47,5
13 29,0 44,0 45,0
13 28,0 42,0 47,5
13 28,0 42,0 47,5
14 33,0 41,0 48,8
14 33,0 41,0 48,8
14 34,0 43,0 46,3
14 32,0 43,0 46,3
14 35,0 37,0 53,8
14 41,0 35,0 56,3
14 33,0 41,0 48,8
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14 33,0 41,0 48,8
15 33,0 41,0 48,8
15 28,0 42,0 47,5
15 31,0 38,0 52,5
15 25,0 45,0 43,8
15 31,0 42,0 47,5
15 29,0 44,0 45,0
15 28,0 42,0 47,5
15 28,0 42,0 47,5

Datos crudos de los cultivos duales y porcentajes de inhibiciéon de Botrytis cinerea frente a
aislamientos del género Trichoderma.

dial dia 2
Trat. Trich. Botr. % de inhibicidn Trich. Botr. % de inhibicidn
1 9,0 1,0 42,9 27,0 9,0 39,0
1 8,0 2,0 -14,3 26,0 9,0 39,0
1 9,0 2,0 -14,3 26,0 10,0 32,2
1 9,0 1,0 42,9 27,0 9,0 39,0
1 6,0 2,0 -14,3 27,0 10,0 32,2
1 6,0 3,0 -71,4 24,0 10,0 32,2
1 8,0 1,0 42,9 24,0 9,0 39,0
1 7,0 2,0 -14,3 24,0 10,0 32,2
2 4,0 2,0 -14,3 20,0 17,0 -15,3
2 4,0 3,0 -71,4 20,0 18,0 -22,0
2 4,0 1,0 42,9 20,0 18,0 -22,0
2 5,0 1,0 42,9 24,0 21,0 -42,4
2 3,0 2,0 -14,3 19,0 16,0 -8,5
2 3,0 3,0 -71,4 17,0 18,0 -22,0
2 4,0 3,0 -71,4 25,0 16,0 -8,5
2 4,0 3,0 -71,4 22,0 17,0 -15,3
3 6,0 2,0 -14,3 22,0 21,0 -42,4
3 5,0 2,0 -14,3 18,0 16,0 -8,5
3 5,0 2,0 -14,3 18,0 13,0 11,9
3 6,0 3,0 -71,4 20,0 14,0 51
3 4,0 3,0 -71,4 18,0 19,0 -28,8
3 6,0 2,0 -14,3 20,0 17,0 -15,3
3 6,0 2,0 -14,3 21,0 19,0 -28,8
3 5,0 2,0 -14,3 19,0 18,0 -22,0
4 7,0 1,0 42,9 23,0 11,0 25,4
4 6,0 1,0 42,9 21,0 10,0 32,2
4 10,0 1,0 42,9 28,0 10,0 32,2
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4 10,0 2,0 -14,3 26,0 10,0 32,2
4 8,0 1,0 42,9 25,0 10,0 32,2
4 11,0 1,0 42,9 29,0 10,0 32,2
4 10,0 2,0 -14,3 28,0 11,0 25,4
4 11,0 2,0 -14,3 27,0 10,0 32,2
5 6,0 2,0 -14,3 27,0 18,0 -22,0
5 5,0 2,0 -14,3 24,0 14,0 51

5 6,0 3,0 -71,4 26,0 16,0 -8,5
5 5,0 2,0 -14,3 22,0 15,0 -28,8
5 7,0 2,0 -14,3 28,0 15,0 -1,7
5 6,0 1,0 42,9 27,0 17,0 -15,3
5 5,0 2,0 -14,3 23,0 18,0 -22,0
5 6,0 2,0 -14,3 27,0 17,0 -15,3
6 7,0 1,0 42,9 27,0 5,0 66,1
6 7,0 1,0 42,9 28,0 11,0 25,4
6 6,0 2,0 -14,3 26,0 10,0 32,2
6 6,0 3,0 -71,4 24,0 9,0 39,0
6 5,0 1,0 42,9 23,0 6,0 59,3
6 6,0 2,0 -14,3 25,0 7,0 52,5
6 6,0 3,0 -71,4 25,0 9,0 39,0
6 6,0 2,0 -14,3 26,0 9,0 39,0
7 6,0 1,0 42,9 27,0 16,0 -8,5
7 5,0 2,0 -14,3 25,0 19,0 -28,8
7 8,0 2,0 -14,3 30,0 24,0 -62,7
7 7,0 1,0 42,9 29,0 14,0 51

7 8,0 1,0 42,9 29,0 14,0 51

7 7,0 2,0 -14,3 31,0 25,0 -69,5
7 8,0 1,0 42,9 30,0 9,0 39,0
7 8,0 1,0 42,9 30,0 9,0 39,0
8 3,0 2,0 -14,3 16,0 10,0 32,2
8 3,0 2,0 -14,3 16,0 9,0 39,0
8 3,0 2,0 -14,3 20,0 10,0 32,2
8 4,0 1,0 42,9 20,0 10,0 32,2
8 2,0 2,0 -14,3 17,0 7,0 52,5
8 2,0 3,0 -71,4 16,0 14,0 51
8 2,0 2,0 -14,3 12,0 9,0 39,0
8 2,0 1,0 42,9 25,0 4,0 72,9
9 7,0 2,0 -14,3 25,0 12,0 18,6
9 7,0 1,0 42,9 26,0 12,0 18,6
9 7,0 1,0 42,9 22,0 12,0 18,6
9 8,0 2,0 -14,3 26,0 12,0 18,6
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9 7,0 1,0 42,9 25,0 10,0 32,2
9 6,0 2,0 -14,3 26,0 10,0 32,2
9 7,0 3,0 -71,4 26,0 8,0 45,8
9 7,0 1,0 42,9 25,0 11,0 25,4
10 6,0 4,0 -128,6 20,0 10,0 32,2
10 7,0 1,0 42,9 20,0 4,0 72,9
10 6,0 2,0 -14,3 20,0 10,0 32,2
10 4,0 3,0 -71,4 17,0 7,0 52,5
10 6,0 1,0 42,9 18,0 7,0 52,5
10 6,0 2,0 -14,3 20,0 8,0 45,8
10 6,0 1,0 42,9 19,0 11,0 25,4
10 6,0 2,0 -14,3 15,0 12,0 18,6
11 6,0 1,0 42,9 26,0 10,0 32,2
11 3,0 1,0 42,9 18,0 7,0 52,5
11 4,0 2,0 -14,3 24,0 8,0 45,8
11 7,0 2,0 -14,3 26,0 8,0 45,8
11 7,0 1,0 42,9 25,0 10,0 32,2
11 5,0 1,0 42,9 22,0 7,0 52,5
11 4,0 2,0 -14,3 26,0 7,0 52,5
11 3,0 3,0 -71,4 26,0 8,0 45,8
12 5,0 3,0 -71,4 23,0 17,0 -15,3
12 4,0 2,0 -14,3 23,0 17,0 -15,3
12 4,0 2,0 -14,3 22,0 19,0 -28,8
12 5,0 3,0 -71,4 23,0 14,0 51
12 5,0 1,0 42,9 27,0 15,0 -1,7
12 6,0 2,0 -14,3 27,0 14,0 51
12 6,0 2,0 -14,3 28,0 15,0 -1,7
12 7,0 2,0 -14,3 28,0 16,0 -8,5
13 7,0 2,0 -14,3 28,0 16,0 -8,5
13 6,0 2,0 -14,3 27,0 15,0 -1,7
13 7,0 2,0 -14,3 29,0 16,0 -8,5
13 8,0 3,0 -71,4 31,0 16,0 -8,5
13 8,0 2,0 -14,3 30,0 16,0 -8,5
13 5,0 3,0 -71,4 24,0 18,0 -22,0
13 6,0 2,0 -14,3 28,0 16,0 -8,5
13 7,0 2,0 -14,3 28,0 17,0 -15,3
14 5,0 2,0 -14,3 24,0 13,0 11,9
14 5,0 2,0 -14,3 24,0 13,0 11,9
14 4,0 2,0 -14,3 19,0 15,0 -1,7
14 5,0 2,0 -14,3 23,0 15,0 -1,7
14 3,0 2,0 -14,3 19,0 14,0 51
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14 3,0 2,0 -14,3 16,0 18,0 -22,0
14 3,0 3,0 -71,4 17,0 16,5 -11,9
14 4,0 2,0 -14,3 18,0 16,0 -8,5
15 7,0 2,0 -14,3 24,0 14,0 51
15 6,0 1,0 42,9 24,0 15,0 -1,7
15 6,0 2,0 -14,3 24,0 15,0 -1,7
15 8,0 3,0 -71,4 25,0 15,0 -1,7
15 7,0 2,0 -14,3 25,0 16,0 -8,5
15 6,0 2,0 -14,3 25,0 14,0 51
15 5,0 1,0 42,9 24,0 16,0 -8,5
15 6,0 3,0 -71,4 23,0 16,0 -8,5
dia 3 dia4
Trat. Trich. Botr. % de inhibicidn Trich. Botr. % de inhibicion
1 45,0 20,0 28,3 49 19,0 51,7
1 47,0 22,0 21,1 48 21,0 46,7
1 47,0 21,0 24,7 48 22,0 44,1
1 46,0 20,0 28,3 48 23,0 41,6
1 48,0 21,0 24,7 48 22,0 44,1
1 46,0 21,0 24,7 50 18,0 54,3
1 47,0 21,0 24,7 48 23,0 41,6
1 46,0 22,0 21,1 48 22,0 44,1
2 38,0 29,0 -4,0 50 31,0 21,3
2 40,0 28,0 -0,4 59 29,0 26,3
2 39,0 28,0 -0,4 52 27,0 31,4
2 42,0 30,0 -7,6 59 30,0 23,8
2 40,0 22,0 21,1 54 24,0 39,0
2 35,0 30,0 -7,6 47 32,0 18,7
2 42,0 24,0 13,9 53 26,0 34,0
2 40,0 27,0 3,1 54 28,0 28,9
3 38,0 30,0 -7,6 48 26,0 34,0
3 31,0 27,0 3,1 44 31,0 21,3
3 32,0 23,0 17,5 44 29,0 26,3
3 35,0 26,0 6,7 45 29,0 26,3
3 32,0 29,0 -4,0 45 32,0 18,7
3 32,0 24,0 13,9 44 29,0 26,3
3 35,0 30,0 -7,6 45 30,0 23,8
3 33,0 32,0 -14,8 40 33,0 16,2
4 41,0 18,0 35,4 49 19,0 51,7
4 46,0 19,0 31,8 52 21,0 46,7
4 46,0 20,0 28,3 51 2,0 94,9
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4 43,0 20,0 28,3 48 20,0 49,2
4 41,0 12,0 57,0 53 18,0 54,3
4 45,0 20,0 28,3 51 20,0 49,2
4 46,0 20,0 28,3 52 20,0 49,2
4 44,0 18,0 35,4 52 18,0 54,3
5 44,0 27,0 3,1 45 26,0 34,0
5 41,0 25,0 10,3 47 24,0 39,0
5 42,0 25,0 10,3 46 25,0 36,5
5 38,0 25,0 10,3 47 25,0 36,5
5 44,0 24,0 13,9 52 24,0 39,0
5 43,0 26,0 6,7 44 27,0 31,4
5 41,0 26,0 6,7 44 26,0 34,0
5 41,0 28,0 -0,4 46 26,0 34,0
6 48,0 16,0 42,6 53 18,0 54,3
6 47,0 23,0 17,5 45 24,0 39,0
6 46,0 21,0 24,7 49 22,0 44,1
6 45,0 18,0 35,4 50 19,0 51,7
6 47,0 18,0 35,4 47 22,0 44,1
6 45,0 20,0 28,3 49 23,0 41,6
6 46,0 18,0 35,4 48 21,0 46,7
6 46,0 21,0 24,7 47 23,0 41,6
7 42,0 32,0 -14,8 42 32,0 18,7
7 41,0 34,0 -22,0 41 31,0 21,3
7 39,0 36,0 -29,1 39 36,0 8,6

7 40,0 29,0 -4,0 42 29,0 26,3
7 45,0 29,0 -4,0 46 29,0 26,3
7 38,0 35,0 -25,6 38 33,0 16,2
7 46,0 26,0 6,7 46 26,0 34,0
7 46,0 26,0 6,7 46 28,0 28,9
8 35,0 24,0 13,9 42 22,0 44,1
8 33,0 18,0 35,4 45 23,0 41,6
8 40,0 23,0 17,5 45 25,0 36,5
8 40,0 23,0 17,5 45 24,0 39,0
8 35,0 18,0 35,4 45 23,0 41,6
8 35,0 25,0 10,3 40 29,0 26,3
8 34,0 22,0 21,1 43 28,0 28,9
8 44,0 20,0 28,3 50 22,0 44,1
9 46,0 20,0 28,3 49 21,0 46,7
9 46,0 20,0 28,3 48 22,0 44,1
9 46,0 15,0 46,2 49 18,0 54,3
9 46,0 23,0 17,5 48 23,0 41,6
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9 46,0 23,0 17,5 47 24,0 39,0
9 46,0 20,0 28,3 52 18,0 54,3
9 47,0 21,0 24,7 47 22,0 44,1
9 44,0 24,0 13,9 45 24,0 39,0
10 36,0 26,0 6,7 44 27,0 31,4
10 36,0 24,0 13,9 44 29,0 26,3
10 35,0 20,0 28,3 44 23,0 41,6
10 33,0 16,0 42,6 45 23,0 41,6
10 32,0 9,0 67,7 46 22,0 44,1
10 35,0 20,0 28,3 46 22,0 44,1
10 35,0 23,0 17,5 44 26,0 34,0
10 36,0 26,0 6,7 46 25,0 36,5
11 46,0 23,0 17,5 45 24,0 39,0
11 38,0 18,0 35,4 46 23,0 41,6
11 44,0 15,0 46,2 50 20,0 49,2
11 47,0 18,0 35,4 51 21,0 46,7
11 46,0 24,0 13,9 46 24,0 39,0
11 41,0 21,0 24,7 46 24,0 39,0
11 44,0 17,0 39,0 49 21,0 46,7
11 46,0 21,0 24,7 49 22,0 44,1
12 43,0 25,0 10,3 44 25,0 36,5
12 41,0 26,0 6,7 43 26,0 34,0
12 41,0 26,0 6,7 43 27,0 31,4
12 41,0 25,0 10,3 43 28,0 28,9
12 48,0 23,0 17,5 50 24,0 39,0
12 46,0 22,0 21,1 47 22,0 44,1
12 46,0 24,0 13,9 50 24,0 39,0
12 46,0 22,0 21,1 51 23,0 41,6
13 45,0 25,0 10,3 60 25,0 36,5
13 45,0 25,0 10,3 67 21,0 46,7
13 46,0 23,0 17,5 63 22,0 44,1
13 46,0 24,0 13,9 61 24,0 39,0
13 45,0 24,0 13,9 57 26,0 34,0
13 40,0 27,0 3,1 52 26,0 34,0
13 45,0 25,0 10,3 62 22,0 44,1
13 45,0 26,0 6,7 56 27,0 31,4
14 44,0 23,0 17,5 57 24,0 39,0
14 44,0 23,0 17,5 57 23,0 41,6
14 36,0 26,0 6,7 52 29,0 26,3
14 41,0 22,0 21,1 47 23,0 41,6
14 37,0 23,0 17,5 50 25,0 36,5
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14 33,0 29,0 -4,0 48 30,0 23,8
14 36,0 27,0 3,1 51 29,0 26,3
14 35,0 29,0 -4,0 50 32,0 18,7
15 39,0 24,0 13,9 45 28,0 28,9
15 38,0 26,0 6,7 49 27,0 31,4
15 39,0 25,0 10,3 49 29,0 26,3
15 38,0 25,0 10,3 46 28,0 28,9
15 39,0 26,0 6,7 45 29,0 26,3
15 39,0 26,0 6,7 46 28,0 28,9
15 38,0 26,0 6,7 45 31,0 21,3
15 37,0 25,0 10,3 48 30,0 23,8
dia 5
% de

Trat. Trich. Botr. inhibicidn

1 51 20 60,6

1 51 23 54,7

1 52 22 56,7

1 52 23 54,7

1 51 22 56,7

1 52 23 54,7

1 51 23 54,7

1 51 24 52,7

2 53 31 38,9

2 62 29 42,9

2 55 28 44,8

2 67 31 38,9

2 57 24 52,7

2 60 32 36,9

2 58 26 48,8

2 60 28 44,8

3 53 32 36,9

3 52 31 38,9

3 50 29 42,9

3 55 29 42,9

3 56 32 36,9

3 53 30 40,9

3 47 32 36,9

3 52 35 31,0

4 51 19 62,6

4 54 21 58,6
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4 52 21 58,6
4 51 20 60,6
4 55 16 68,5
4 53 20 60,6
4 54 20 60,6
4 54 18 64,5
5 51 26 48,8
5 53 26 48,8
5 52 25 50,7
5 53 26 48,8
5 54 24 52,7
5 47 27 46,8
5 47 26 48,8
5 49 28 44,8
6 55 18 64,5
6 47 24 52,7
6 51 22 56,7
6 50 19 62,6
6 49 22 56,7
6 51 23 54,7
6 50 21 58,6
6 49 23 54,7
7 42 32 36,9
7 41 34 33,0
7 39 36 29,1
7 42 29 42,9
7 46 29 42,9
7 38 35 31,0
7 46 26 48,8
7 46 26 48,8
8 44 22 56,7
8 47 22 56,7
8 47 25 50,7
8 47 25 50,7
8 47 23 54,7
8 42 31 38,9
8 46 28 44,8
8 52 22 56,7
9 52 22 56,7
9 52 22 56,7
9 55 18 64,5
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9 49 23 54,7
9 49 24 52,7
9 54 21 58,6
9 50 22 56,7
9 48 24 52,7
10 46 27 46,8
10 46 29 42,9
10 46 23 54,7
10 47 22 56,7
10 48 19 62,6
10 48 23 54,7
10 46 26 48,8
10 46 28 44,8
11 48 24 52,7
11 48 23 54,7
11 53 20 60,6
11 48 18 64,5
11 49 24 52,7
11 49 24 52,7
11 49 21 58,6
11 49 22 56,7
12 57 25 50,7
12 56 26 48,8
12 56 26 48,8
12 55 26 48,8
12 59 24 52,7
12 57 22 56,7
12 57 24 52,7
12 59 24 52,7
13 63 25 50,7
13 68 25 50,7
13 63 23 54,7
13 62 24 52,7
13 58 26 48,8
13 55 26 48,8
13 63 25 50,7
13 58 28 44,8
14 60 24 52,7
14 60 24 52,7
14 56 29 42,9
14 52 24 52,7
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14 54 25 50,7
14 54 31 38,9
14 55 29 42,9
14 56 32 36,9
15 50 28 44,8
15 53 28 44,8
15 52 30 40,9
15 51 29 42,9
15 50 29 42,9
15 52 29 42,9
15 51 30 40,9
15 50 30 40,9

Pruebas formales e informales de supuestos de normalidad y de homocedasticidad de varianza:

Testigos de aislamientos del género Trichoderma para el cuarto dia de haber sido sembrados en
placas de Petri para el ensayo de cultivo dual con el patoégeno Botrytis cinerea.

Prueba formal de normalidad de varianza, Kolmogorov:

Pruckha de bondad de ajuste (Kolmogorow)

Variable Ljuste media varianza n Estadistico D p-valor
EDUO mm/dia 4 Normal(0,2,73) 0,00 2,73 120 0,06 00,8098

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:
Analisis de la varianza

Variable N ks E= Bj CV
RABRS mm/dia 4 120 0,11 0,00 78,82

Cnadro de Analisi=s de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 13,5% 14 0,97 0,93 0,52%0
Tratamiento 13,59 14 0,97 0,93 0,5290
Error 108,53 105 1,04
Total 123,12 115
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

423

n= 120 r= 0,993 (RDUO mm/dia 4)
2,05

Cuantiles observados(ROUC mmvdia 4)

Ajuste: Normal(0,000,2,728)

frecuencia relativa

-4.50 -222 -0,13

2,05 123 519 381 2,44 1,06 0,31 1,69

Cuantiles de una Normal(-2,3685E-016,2,7279) RDUO mmidia 4

Testigos de aislamientos del género Trichoderma para el cuarto dia de haber sido sembrados en
placas de Petri para el ensayo de cultivo dual con el patégeno Sclerotinia sclerotiorum.

Prueba formal de normalidad de varianza, Kolmogorov:
Prueba de bondad de ajuste (Eolmogorow)

Variable Lijuste

media varianza n Eztadi=stico D p-wvalor

RDUC mm/dia 4 Normal (0,3,66) 0,00 3,66 120 0,10

0,2039

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:

Analisis de la varianza

Variable H E=

R: L3 CV

BABS mm/dia 4 120 0O,

13

0,08 78,83

Cnadro de Anadli=is de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl CH F p—-valor
Modelo 32,71 14 2,34 1,73 0,06807
Tratamientos 32,71 14 2,34 1,73 0,0607
Error 141,97 105 1,35
Total 174,68 119
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

Ajuste: Normal(0,000,3.662)
0,28

=120 r= 0,990 (RDUQ mmidia 4)

Cuantiles observados(RDUO mmidia 4)
frecuencia relativa

525 271 017 237 40 “s0s 4,45 234 1,24 035 197 357 518
Cuantiles de una Normal(0,3,6618) RDUQ mm/dia 4

Cultivo dual: Inhibicion de crecimiento en placas de Petri de Botrytis cinerea frente a
aislamientos del género Trichoderma para el cuarto dia de haber sido sembrados.

Prueba formal de normalidad de varianza, Kolmogorov:

Prueba de bondad de ajuste (Eolmogorow)

Variable LAjuste media varianza n Estadistico D p-wvalor
RDUC % de inhib. dia 4 Normal (0,30,63) 0,00 30,63 120 0,07 0,68773

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:

Analisi=s de la varianza

Variable N E* ER=* Rj CVW
RLES % de inhib. dia 4 120 0,13 0,08 64,13

Cuoadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Hodelo 210,30 14 15,02 1,74 0,05892
Tratamientos 210,30 14 15,02 1,74 00,0592
Error 905,02 105 8,66
Total 1115,32 115
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

14,18

Ajuste: Normal(0,000,30,632)
n= 120 r= 0,995 (RDUO % de inhib. dia 4)

017

frecuencia relativa

0,08

Cuantiles observados(RDUO % de inhib. dia 4)

-14,124% T T T 1 0, T T T T T !
Z1418 7,00 0,00 7.09 1418 -16,09 11,88 782 -3,39 0325 508 931 13,55

Cuantiles de una Normal(3,6415E-015,30,632) RDUQ % de inhib. dia 4

Cultivo dual: Inhibicion de crecimiento en placas de Petri de Sclerotinia sclerotiorum frente a
aislamientos del género Trichoderma para el cuarto dia de haber sido sembrados.

Prueba formal de normalidad de varianza, Kolmogorov:
Prueba de bondad de ajuste (Eolmogorow)

Variable Bjuste media varianza n Eztadiztico D p-valor
RDU0 % de inhibicién dia 4.. Normal(0,11,51) 0,00 11,51 120 0,08 0,4017

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:

Analisis de la varianza

Variable N R R* B3 CV
RABS % de inhibicién 120 0,18 0,07 87,94

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 110,32 14 7,88 1,63 00,0835
Tratamientos 110,32 14 7,88 1,63 0,0835
Error 508,30 105 4,84
Total 618,62 119

193



Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

888

Cuantiles observados(RDUD % de inhibicidn dia 4)
B

n= 120 r= 0,991 (RDUO % de inhibicién dia 4)

0,27

frecuencia relativa

i

Ajuste: Normai(0,000,11,512)

T
4,30
Cuantiles de una Normal(-2 9606E-016,11,512)

T
448

1 X
888 -9,95

-7,05 4,16 -1,26 164 4,53 743 10,32
RDUD % de inhibicidn dia 4

Valores observados enlos ensayos de cultivo dual aislamientos del género Metarhizium frente a
Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.

Crecimiento en placas de Petri de tratamientos testigos de Botrytis cinerea.

Testigo mm/dia4 |[mm/dia5 |mm/dia6é |mm/dia7
Bc1l 39 53 61 80
Bc 2 39 53 66 80
Bc 3 40 53 65 80
Bc 4 43 54 65 80
Bc5 45 59 73 80
Bc 6 46 60 74 80
Bc 7 45 59 73 80
Bc 8 45 59 73 80

Crecimiento en placas de Petri de tratamientos testigos de Sclerotinia sclerotiorum.

Testigo mm/dia4 |[mm/dia5 |mm/dia6 |mm/dia7
Scl 1 36 56 80 80
Scl 2 31 47 65 80
Scl 3 33 50 62 80
Scl 4 36 53 66 80
Scl 5 36 59 80 80
Scl 6 43 69 80 80
Scl 7 44 69 80 80
Scl 8 36 69 80 80
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Datos crudos de tratamientos testigos de aislamientos del género Metarhizium para el ensayo con

Botrytis cinerea.

Ma722 | mm/dia4 |mm/dia5 |mm/dia6 |mm/dia7
Ma 1l 6 9 11 13
Ma 2 5 7 9 11
Ma 3 5 7 9 11
Ma 4 5 7 9 11
Ma 5 6 8 10 12
Ma 6 6 8 10 12
Ma 7 6 8 10 12
Ma 8 6 8 10 12
Ma723 | mm/dia4 |mm/dia5 |mm/dia6é |mm/dia7
Mal 6 9 12 15
Ma 2 8 11 13 16
Ma 3 8 10 13 15
Ma 4 8 11 14 16
Ma 5 8 11 12 15
Ma 6 8 11 13 16
Ma 7 8 11 13 16
Ma 8 8 11 13 16
Ma724 | mm/diad4 |mm/dia5 |mm/dia6 |mm/dia7
Mal 4 6 10 12
Ma 2 4 6 9 11
Ma 3 5 8 11 13
Ma 4 5 8 11 13
Ma 5 6 9 12 13
Ma 6 5 8 10 13
Ma 7 6 9 12 14
Ma 8 5 8 11 13
Ma725 |mm/diad4d |mm/dia5 |mm/dia6é |mm/dia7
Ma 1l 5 11 10 14
Ma 2 6 9 12 14
Ma 3 8 10 12 14
Ma 4 5 8 11 13
Ma 5 7 9 11 13
Ma 6 5 7 11 13
Ma 7 5 8 11 13
Ma 8 5 9 11 13
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Ma 726

mm/dia 4
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Datos crudos de tratamientos testigos de aislamientos del género Metarhizium para el ensayo con
Sclerotinia sclerotiorum.

Ma722 | mm/diad mm/dia5 mm/diab mm/dia7
Ma 1l 5 8 10 13
Ma 2 5 7 9 11
Ma 3 5 6 9 12
Ma 4 5 7 9 11
Ma 5 5 8 9 12
Ma 6 5 6 9 11
Ma 7 5 7 9 12
Ma 8 5 7 9 11
Ma723 | mm/diad mm/dia5 mm/dia6 mm/dia7
Mal 6 10 12 14
Ma 2 6 10 12 16
Ma 3 7 10 12 15
Ma 4 6 10 12 16
Ma 5 6 9 11 14
Ma 6 6 10 12 15
Ma 7 8 10 13 17
Ma 8 6 10 12 15
Ma 724 | mm/dia4 mm/dia5 mm/dia6 mm/dia7
Mal 6 8 10 11
Ma 2 7 10 13 14
Ma 3 5 8 10 13
Ma 4 5 8 10 13
Ma 5 5 9 10 12
Ma 6 5 7 9 13
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Ma 7 10 11 13

Ma 8 9 10 12

Ma 725 |mm/diad mm/dia5 mm/diab mm/dia7
Mal 6 9 11 13

Ma 2 6 10 11 12

Ma 3 5 8 11 13

Ma 4 5 9 11 12

Ma5 5 8 10 13

Ma 6 6 9 11 13

Ma 7 6 9 11 13

Ma 8 6 9 11 13

Ma 726 |mm/dia4 mm/dia5 mm/dia6 mm/dia7
Mal 4 5 8 8

Ma 2 4 6 7 9

Ma 3 4 6 8 9

Ma 4 4 6 7 8

Ma 5 5 7 9 10

Ma 6 4 7 9 9

Ma 7 5 6 7 9

Ma 8 5 7 9 10

Datos crudos de los cultivos duales y porcentajes de inhibicion de Botrytis cinerea frente a

aislamientos del género Metarhizium.

Tratamiento
1
CEP-722

Tratamiento
2

Meta. Botr.

mm/dia4d mm/diad % inhib.
6 42 1,8
6 40 6,4
5 39 8,8
4 45 -5,3
5 41 4,1
6 42 1,8
5 40 6,4
6 40 6,4
5 42 1,8
6 38 11,1
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Meta. Botr.

mm/dia5 mm/dia5 % inhib.
7 54 4,0
8 50 11,1
7 50 11,1
6 57 -1,3
6 46 18,2
8 52 7,6
8 52 7,6
8 52 7,6
8 55 2,2
9 48 14,7




CEP-723

Tratamiento
3
CEP-724

Tratamiento
4
CEP-725

Tratamiento
5
CEP-726

Tratamiento
1
CEP-722

5 35 18,1
5 40 6,4
8 41 4,1
8 41 4,1
7 42 1,8
8 41 4,1
4 36 15,8
6 a4 -2,9
7 42 1,8
7 44 -2,9
7 41 4,1
7 45 -5,3
7 43 -0,6
7 43 -0,6
8 48 -12,3
6 42 1,8
5 45 -5,3
6 40 6,4
5 43 -0,6
5 45 -5,3
5 45 -5,3
5 44 -2,9
5 39 8,8
5 46 -7,6
5 a4 -2,9
4 44 -2,9
4 42 1,8
4 45 -5,3
4 41 4,1
4 45 -5,3

Meta. Botr.

mm/dia6 mm/diaé % inhib.

8 55 20,0

8 50 27,3

8 51 25,8
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43 23,6

7 54 4,0
9 52 7,6
10 52 7,6
10 51 9,3
10 52 7,6
6 44 21,8
7 46 18,2
10 56 0,4
7 53 5,8
8 50 11,1
9 57 -1,3
9 54 4,0
9 54 4,0
9 56 0,4
8 54 4,0
7 53 5,8
9 53 5,8
8 53 5,8
8 52 7,6
7 54 4,0
8 54 4,0
6 49 12,9
7 54 4,0
6 56 0,4
6 50 11,1
6 56 0,4
6 52 7,6
6 52 7,6
6 52 7,6

Meta. Botr.

mm/dia7 mm/dia7 % inhib.

8 55 31,3

8 50 37,5

8 51 36,3




Tratamiento
2
CEP-723

Tratamiento
3
CEP-724

Tratamiento
4
CEP-725

Tratamiento
5
CEP-726

8 58 15,6
8 55 20,0
9 54 21,5
9 53 22,9
9 53 22,9
9 57 17,1
11 54 21,5
9 50 27,3
9 51 25,8
10 52 24,4
12 53 22,9
11 55 20,0
11 54 21,5

49 28,7

56 18,5
11 57 17,1
10 53 22,9
10 58 15,6
10 57 17,1
10 54 21,5
10 54 21,5
10 57 17,1
10 57 17,1
8 55 20,0
11 55 20,0
9 56 18,5
9 52 24,4
9 54 21,5
9 54 21,5
7 55 20,0
7 54 21,5
7 57 17,1
6 49 28,7
7 57 17,1
7 58 15,6
7 52 24,4
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8 58 27,5
8 55 31,3
9 54 32,5
9 53 33,8
9 53 33,8
9 57 28,8
11 54 32,5
10 55 31,3
10 54 32,5
10 52 35,0
12 53 33,8
11 55 31,3
11 54 32,5
8 51 36,3
9 56 30,0
11 57 28,8
10 53 33,8
10 58 27,5
10 57 28,8
10 54 32,5
10 54 32,5
10 57 28,8
10 57 28,8
8 55 31,3
11 55 31,3
9 56 30,0
9 52 35,0
9 54 32,5
9 54 32,5
8 55 31,3
8 54 32,5
7 58 27,5
9 49 38,8
7 57 28,8
7 58 27,5
8 55 31,3




52

24,4

55

31,3

Datos crudos de los cultivos dualesy porcentajes de inhibicién de Sclerotinia sclerotiorum frente a

aislamientos de hongos incluidos en el género Metarhizium.

Tratamiento
1
CEP-722

Tratamiento
2
CEP-723

Tratamiento
3
CEP-724

Tratamiento
4
CEP-725

Meta. Scl.

mm/diad mm/diad % inhib.
7 43 -16,6
4 40 -8,5
5 45 -22,0
6 24 34,9
4 31 15,9
6 35 51

4 31 15,9
6 35 51

6 31 15,9
5 30 18,6
5 29 21,4
5 44 -19,3
6 44 -19,3
7 39 -5,8
7 49 -32,9
6 44 -19,3
6 38 -3,1
6 33 10,5
6 35 51

6 36 2,4

7 53 -43,7
6 30 18,6
7 43 -16,6
6 43 -16,6
6 26 29,5
5 46 -24,7
5 32 13,2
5 44 -19,3
6 30 18,6
7 50 -35,6
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Meta. Scl.

mm/dia5 mm/dia5 % inhib.
8 57 3,4
6 53 10,2
7 59 0,0
6 41 30,5
8 39 33,9
8 52 11,9
6 40 32,2
8 52 11,9
8 56 51
7 45 23,7
7 50 15,3
7 63 -6,8
9 59 0,0
8 60 -1,7
7 58 1,7
9 59 0,0
8 54 8,5
9 52 11,9
8 53 10,2
7 51 13,6
7 60 -1,7
7 48 18,6
9 61 -3,4
8 61 -3,4
8 40 32,2
7 59 0,0
8 49 16,9
8 58 1,7
8 48 18,6
8 60 -1,7




Tratamiento
5
CEP-726

Tratamiento
1
CEP-722

Tratamiento
2
CEP-723

Tratamiento| 8

3
CEP-724

5 31 15,9
5 40 -8,5
6 30 18,6
5 33 10,5
5 32 13,2
5 37 -0,3
4 21 43,1
4 34 7,8
4 40 -8,5
4 34 7,8
Meta. Scl.
mm/dia6 mm/diaé % inhib.
9 56 24,5
7 54 27,2
7 58 21,8
7 56 24,5
7 53 28,5
8 55 25,8
8 52 29,8
7 57 23,1
8 57 23,1
8 58 21,8
8 58 21,8
7 62 16,4
9 59 20,4
8 60 19,1
7 58 21,8
8 58 21,8
56 24,5
8 59 20,4
10 60 19,1
8 56 24,5
8 58 21,8
9 56 24,5
9 60 19,1
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7 46 22,0

7 56 51

8 48 18,6

7 46 22,0

7 46 22,0

8 53 10,2

7 35 40,7

6 55 6,8

6 61 -3,4

6 55 6,8
Meta. Scl.
mm/dia7 mm/dia7 % inhib.
9 60 25
8 59 26,25
8 60 25
8 58 27,5
8 56 30
9 57 28,75
9 55 31,25
8 60 25
9 62 22,5
9 60 25
9 60 25
8 62 22,5
10 60 25
9 60 25
8 60 25
9 60 25

58 27,5
60 25

11 60 25
9 60 25
10 60 25
10 58 27,5
10 60 25




9 60 19,1 10 60 25

Tratamiento| 10 53 28,5 10 55 31,25
4 6 59 20,4 7 61 23,75
CEP-725 8 56 24,5 9 58 27,5
7 59 20,4 8 60 25
8 54 27,2 9 56 30
8 60 19,1 9 60 25
7 57 23,1 8 60 25
8 58 21,8 9 60 25
Tratamiento| 8 60 19,1 9 60 25
5 8 56 24,5 9 58 27,5
CEP-726 7 64 13,7 8 66 17,5
8 60 19,1 9 62 22,5
8 48 35,2 9 60 25
7 57 23,1 8 60 25
6 61 17,7 8 62 22,5
7 60 19,1 8 61 23,75

Pruebas formales e informales de supuestos de normalidad y de homocedasticidad de varianza:

Testigos de aislamientos del género Metarhizium para el cuarto dia de haber sido sembrados en
placas de Petri para el ensayo con el patégeno Botrytis cinerea.

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks:

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W*¥ p(Unilateral D)
REDUC mm/dia 7 40 0,00 0,60 0,95 00,3330

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:
Variable W R:f R= Aj CV
BAES mm/dia 7 40 0,07 0,00 &7,22

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Hodelo 0,30 4 0,07 0,66 0O,6259
Tratamiento 0,30 4 0,07 0,66 0O,6259
Error 3,595 35 0,11
Total 4,25 38
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

0,45

Ajuste: Normal{0,000,0,365)

0,54 n= 40 r= 0,873 (RDUO mm/dia 7) 0,33

frecuencia relativa

0,11

Cuantiles abservados(RDUO mmidia 7)

0,00 T T

T T T 1 T T
-1,75 -0,9% -0,2z 054 1,30 -2,05 -1,45 -0,85 -0,25 0,35 0,85 1,55
Cuantiles de una Normal({1,1324E-015,0,36538) ROUC mmidia 7

Testigos de aislamientos del género Metarhizium para el cuarto dia de haber sido sembrados en
placas de Petri para el ensayo con el patégeno Sclerotinia sclerotiorum.

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n HMedia D.E. W* p(Unilateral D)
REDUC mm/dia7 40 0,00 0,76 0,96 00,5229

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:
Variable N R* R® By CV
EAES mm/dia7 40 0,12 0,02 74,22

Cnadro de Anali=is de la Varianza (8C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 0,26 4 0,249 1,15 0,332%9
tratamiento 0,96 4 0,24 1,19 00,3329
Error 7,09 35 0,20
Total 8,05 39
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

0,53
1,759 *

n= 40 r= 0,887 (RDUO mmidiaT) 039

/\ Ajuste: Normsl(0,000,0,583)

0,054

frecuencia relativa

0,139

-0,804

Cuantiles observados(RDUC mmidia?)

/ [
1,654 0,00

. . . , T T T T T |
188 -0,80 0,05 0,590 1,75 -1,96 -1,28 -0,81 0,06 074 1,41 208
Cuantiles de una Normal(0,0,58333) RDUQ mmidia7

Inhibicién de crecimiento en placas de Petri de Botrytis cinerea frente a aislamientos del género
Metarhizium para el cuarto dia de haber sido sembrados.

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks:
Shapiro-Wilk=s (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC %Inhib.dia7 40 0,00 2,67 0,97 00,8026

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:

Variable N E< E= Bhj CW
RABRS %Inhib dia 7 40 0,08 0,00 85,81

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
HModelo 9,24 4 2,31 0,77 0,5545
ITratamientos 9,249 4 2,31 0,77 0,5545
Error 105,51 35 3,01
Total 114,74 39
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

766 *
0,42

n= 40 r= 0,335 (RDUO %Inhib.dia7)

0,32

Ajuste: Normal(0,000,7,141)

frecuencia relativa

0,11

Cuantiles observadosiRDUO %Inhib diaT)

=576 ¢ T T T 1 X T T T T 1
-5,76 -241 0,85 430 7.66 578 -416 -153 1,08 372 6,34 8,57
Cuantiles de una Normal(0,7,1414) RDUQ %Inhib.dia?

Inhibicion de crecimiento en placas de Petri de Sclerotinia sclerotiorum frente a del género
Metarhizium para el cuarto dia de haber sido sembrados.

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n HMedia D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC % Imhikb.dia 7 40 0,00 2,11 0,37 00,7333

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene:

Variable N Rf Rf Aj CV
RABS % Inhib. dia7 40 0,21 0,12 73,52

Cnadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 13,73 4 3,43 2,34 00,0744
Tratamiento 13,73 4 3,43 2,34 00,0744
Error 51,40 35 1,47
Total 65,13 39
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma:

Cuantiles observados(RDUO % Inhib.dia 7)

4,89

-0,70

-3,40

n=40 r= 0,880 (RDUO % Inhib.dia 7)

-3,40

0,70
Cuantiles de una Normal(0,4 457 1)

frecuencia relativa
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Anexo 2.

Tablas de valores observados en ensayo promocion de crecimiento de plantines de tomate

inoculados con aislamientos del género Trichoderma.

Didmetro de tallo (mm):

Trat. Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
1 | Control 5 5 5,5 5,5 5 5 5
2 |[Cep-745 | 5 5,5 6 5 6,5 6 6
3 | Cep-749 | 6 6 6 6 6 5,5 6
4 | Cep-751 | 6 6,5 6 6,5 6,5 6 6
5 | Cep-752 | 6 6,5 6,5 6,5 5 6,5 6
6 | Cep-753 | 6 55 6,5 6,5 6,5 6 6
7 | Cep-754 | 6 6 5,5 6 6,5 6 6
Longitud de tallo (mm):
Trat. Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
1 | Control 235 168 190 186 177 172 185
2 | Cep-745 | 200 220 210 212 210 227 218
3 | Cep-749 | 177 206 210 200 192 210 185
4 | Cep-751 | 185 198 195 205 200 198 191
5 | Cep-752 | 201 200 205 198 189 185 221
6 | Cep-753 | 223 185 190 205 203 248 199
7 | Cep-754 | 227 195 203 208 210 210 223
Peso de tallo (g):
Trat. Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
1 | Control 10,51 9,03 9,13 10,6 6,8 7,12 9,88
2 | Cep-745 | 10,54 9,32 9,06 8,03 14,32 12,53 10,65
3 | Cep-749 | 8,66 12,72 12,86 10,8 11,23 10,56 8,72
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4 | Cep-751 | 10,85 12,36 10,12 10,64 11,86 11,82 7,62
5 | Cep-752 | 10,64 10,63 14,37 10,02 7,85 8,4 9,56
6 | Cep-753 | 13,09 9,43 12,27 12,98 15,03 15,42 11,58
7 | Cep-754 | 11,59 10,45 10,81 12,05 14,01 12,06 14,06

Valores observados en ensayo promocion de crecimiento de plantines de tomate inoculados con
aislamientos del género Trichoderma.

Didmetro de tallo (mm):

Trat. Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
Control 5 5 5 5 5 5,5 5
Cep-745 | 5 5,5 6 5 6 6 5,5
Cep-749 | 6 6 5,5 6 6 6 6
Cep-751 | 6,5 6,5 6 6,5 6,5 6,5 6
Cep-752 | 6 6,5 6,5 6,5 5 6,5 5
Cep-753 | 6,5 6 6,5 6,5 6 6 6
Cep-754 | 6 6 5,5 6 6,5 6 6
Longitud de tallo (mm):

Trat. Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
Control 167 197 178 160 183 175 169
Cep-745 | 209 223 203 120 209 222 221
Cep-749 | 198 216 220 201 196 214 193
Cep-751 187 202 210 216 201 197 207
Cep-752 | 210 201 200 194 194 190 214
Cep-753 | 221 198 197 210 206 229 209
Cep-754 | 227 210 209 203 214 209 224
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Peso de tallo (g):

Trat. Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
Control 9,13 8,93 7,12 10,6 9,03 9,88 10,04
Cep-745 | 11,55 10,33 9,23 9,03 14,09 12,44 11,01
Cep-749 | 10,44 11,78 13,05 10,3 11,94 11,43 8,99
Cep-751 | 11,12 12,44 10,65 10,44 12,03 12,04 8,9
Cep-752 | 13,04 11,2 14,02 9,98 8,93 9,03 10,03
Cep-753 | 12,39 11,03 12,05 13,05 14,96 15,05 12,6
Cep-754 | 12,33 11,23 11,03 12,32 14,23 13,04 13,97

Andlisis de varianza, comparaciones de medias, grafico de barras, pruebas formales e informales
de supuestos de normalidad y de homocedasticidad de varianza primer ensayo promocion de
crecimiento:

Analisis de varianza y comparaciones de medias y grafico de barras para didmetro de tallo:

Analisis de la varianza

Variable N R*
Didm. tallo (mm) 49 0,39

R: &3 cw
0,30 7,14 6,41

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 4,70 & 0,78 4,43 0,0015 5,08
Tratamientos 4,70 & 0,78 4,43 00,0015
Error 7,43 42 0,18 '
Total 12,13 48 E

% 575

Test:Tonkey Alfa=0,05 DMS=0, 69587 5
Error: 0,1763 gl: 42 a
Tratamientos Medias n E.E.
1 5,29 7 0,16 & N
3 5,71 7 0,16 B B a4
2 5,71 7 0,16 B B
7 6,00 7 0,16 B
5 6,14 7 0,16 B
6 6,14 7 0,16 B 081 1 3 3 Y : : 7
4 6,21 7 0,16 B

Tratamientos

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para didmetro de tallo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Media D.E. W*
0,00 0,39 0,54

Variable n
RDUO Didm. tallo (mm) 49

p({Unilateral D)
00,0503

209



Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para didametro de tallo:

Analisis de la wvarianza

Variable i) E* ER®* Bj CW
BABE Didm. talloc (mm) 49 0,19 0,07 &8,82

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo 0,47 6 0,08 1,64 00,1583
Tratamiento=s 0,47 & 0,08 1,64 ©O,15893
Error 2,01 42 0,05

Total 2,48 48

Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para didmetro de
tallo:

0,45
0,88
-
% n= 49 r= 0,968 (RDUO Diam. tallo {mm))
-gr *
> 0,34
=
1= o Ajuste: Normal(0,000.0,155}
5 z
= &
S ®
2 3 022
- c
3 E}
5 2
g 2
2
H
3
3 0,1
=
5
5
(&)
114 f y " " ! o 095 0.56 018 021 0,59 098
1,14 064 013 037 0,88 -1 085 0.5 -2 k 5 ‘
Cuantiles de una Normal(-3,6252E-017,0,15476) RDUO Diam. talla (mm}

Andlisis de varianza y comparaciones de medias y grafico de barras para longitud de tallo:

Analisis de la varianza

Variable H E* ER* R CV 219
Long. tallo (mm) 49 0,55 0,49 5,05
Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 5251,10 6 875,18 8,58 <0,0001 208
Tratamientos 5251,10 & 875,18 8,58 <0,0001
Error 4283,71 42 101,99 g
Total 9534,82 48 =

= 9T

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=16,71047 =
Error: 101,8832 gl: 42 3
Iratamientos Medias n E.E.
1 179,71 7 3,82 A 186
4 196,00 7 3,82 L B
3 187,14 7 3,82 B
5 189,86 7 3,82 E C
& 202,14 7 3,82 E C .
7 210,86 7 3,82 B C ‘ 1 2 3 4 5 & 7
2 213,86 7 3,82 C Tratamientos
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Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para longitud de tallo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC Long. tallo (mm) 4% ©,00 9,45 0,97 0,6687

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para longitud de tallo:
Enali=is de la varianza

Variable M Rf R® BAj CV
RABS Long. tallo (mm) 49 0,09 0,00 80,81

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. sC gl CH F p-valor

Modelo 138,56 & 23,09 0,65 0O,6883
Tratamientos 138,56 & 23,09 0,65 0©O,688
Error 1487,649 42 35,42

Total 1626,21 48

Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para longitud de
tallo:

21,14 *
041

n= 43 r= 0,395 (RDUO Long. talle (mm})) *

/\ Ajuste: Normal(0,000,89,244)
0,31

0,0 0,20

frecuencia relativa

0,10

Cuantiles observados(RDUO Long. tallo {mm))

*
2112 ¢ T T T 1 0,00 T T T T T 1
-21,12 -10,55 0,01 10,58 21,14 -2427 -16,01 -7 78 0,50 876 17,01 2527
Cuantiles de una Normal(-2,0301E-015,89 244) RDUO Long. tallo (mm)
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Analisis de varianza y comparaciones de medias y grafico de barras para peso aéreo:

Analisis de la wvarianza

13,867
Variable N E* R* Bj CV
Peso aéreo (g) 49 0,32 0,23 16,65
Cuadro de Analisis de la Varianza (3C tipo III) 1240
F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo €5,98 & 11,00 3,33 0,0089
Tratamientos &5,98 & 11,00 3,33 0,0089 5
Error 138,61 42 3,30 E
Total 204,59 48 E 11,02
2
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,00596 &
Error: 33,3004 gl: 42
Tratamientos Medias n E.E.
1 3,01 7 0,89 2 9,609
5 10,21 7 0,69 & B
2 10,64 7 0,62 A B
4 10,75 7 0,69 L B
3 10,79 7 0,639 A B 217
7 12,15 7T 0,689 B ' 1 z 3 4 5 [} 7
& 12,83 7 0,69 B Tratamientos

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para peso aéreo:
Fhapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC Peso aéreo (g) 49 0,00 1,70 0,97 00,5778

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para peso aéreo:
Analisi= de la varianza

Variable H BEf R®f B3 CV
ELBS Peso aéreo (g) 4% 0,03 0,00 26,25

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CHM F p—valor

Modelo 1,71 & 0,28 0,22 0,9666
Tratamientos 1,71 & 0,28 0,22 00,9666
Error 53,31 42 1,27

Total 55,02 48
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para peso aéreo:

*
418 0,41

0,314 /_\

0,204

n= 4% r= 0,952 (ROUD Peso aéreo (g))

21T

Ajuste: Normal(0,000,2,688)

frecuencia relativa

-1,81 0,104

Cuantiles observados{(RDUOD Peso aéreo (g))

-3,80- ¢ T T T 1 0,00 T T T T 1
-330 -1,81 018 27 418 415 -254 -1,13 038 1,89 3,40 4,82

Cuantiles de una Mormal{-2,5377E-016,2,8878) RDUD Peso aéreo (g)

Pruebas formales e informales de supuestos de normalidad y de homocedasticidad de varianza
segundo ensayo:

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para diametro de tallo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC Didm. tallo (mm) 49 0,00 0,36 0,95 0,1870

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para didmetro de tallo:
Analisis de la wvarianza

Variable N Rf Rf Aj CV
RABS Diadm. tallo (mm) 49 0,10 0,00 &5,22

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 0,18 & 0,03 0,8 00,5728
Tratamientos 0,18 & 0,03 0,8 0,5728
Error 1,61 42 0,04
Tocal 1,80 48
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para diametro de
tallo:

n= 48 r= 0,978 (RDUO Diam. tallo (mm))

Ajuste: Normai(0,000,0,128)

0,25

frecuencia relativa

Cuantiles observados(RDUO Diam. tallo (mm))

100 ss 010 05s 00 ERE 0,83 048 o 0,20 0,54 0,89
Cuantiles de una Normal(-6,3441E-017,0,12946) RDUO Diam. tallo (mmyj

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para longitud de tallo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
EDU0 Long. tallo (m) 49 0,00 8,93 0,95 0,1729

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para longitud de tallo:

Anali=sis de la wvarianza

Variable N R® R Lj CV
RLBS Long. tallo (mm) 49 0,08 0,00 68,64

Cnadro de Analis=is de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo 87,80 & 14,65 0,57 00,7499
Tratamientos 87,80 & 14,65 0,57 00,7499
Error 1074,85 42 25,59
Total 1162,85 48
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para longitud de
tallo:

0,32

21,43 *
Ajusts: Normal(0,000,79,678)

11,08 = 48 r= 0,985 (RDUO Long. talo (mm))

frecuencia relativa

0,08

Cuantiles observados(RDUO Lang. tallo (mm)
¥

[

s s o7a s s 19,59 1213 487 2,79 10,24 17,70 25,18
Cuantiles de una Mormal(3,6252E-016,79,679) ROUO Long. tallo (mm})

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para peso aéreo:

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W#* p(Unilateral D)
RDUD Peso aéreoc (g) 4% 0,00 1,36 0,85 00,1620

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para peso aéreo:
Angli=i= de la varianza

Variable N E* E* Lj CW
RLES FPeso aéreo (g) 4% 0,13 2,6E-03 69,57

Cnadro de Analisi=s de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—valor

Modelo 3,66 6 0,81 1,02 0©0,4251
Tratamientos 3,66 & 0,61 1,02 00,4251
Error 25,12 42 0,60

Total 28,78 48

-
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para peso aéreo:

Cuantiles observados(RDUO Peso aéreo {g))

n= 49 1= 0,390 (RDUO Peso aéreo (g))

frecuencia relativa

0,16

7

Ajuste: Normal(0,000,1,861)

-3,057 ¢ T
-3,08 -1,50

T
0,04

T
158

Cuantiles de una Normal(-5,4378E-017,1,8608)

1
313

T T
-0,59 0,47

T
1,53

RDUQ Peso aéreo (g)

Valores observados en el primer ensayo de promocion de crecimiento de plantines de tomate
inoculados con aislamientos del género Metarhizium.

Diametro de tallo (mm):

Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
1 | Control | 5,5 5 5 5 5 5 5,5
2 | Cep-722| 6 5,5 5,5 6 6 5,5 6
3 | Cep-723| 6 6 6 6 6 5,5 5,5
4 | Cep-724| 6,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,6
5 | Cep-725| 5,5 6 5,5 5 5,5 5,5 5,5
6 | Cep-726| 6,5 6 6 5,5 55 6 6,5
Longitud de tallo (mm):
Trat Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
1 | Control | 245 253 238 247 231 220 257
2 | Cep-722| 305 272 281 305 277 266 278
3 | Cep-723 | 256 286 247 313 245 281 274
4 | Cep-724| 284 248 251 272 293 277 312
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Cep-725 | 247 253 248 256 239 267 256
Cep-726 | 258 273 271 260 257 266 313
Peso de tallo (g):
Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7

Control | 10,34 8,12 9,7 10,6 11,59 6,35 10,09
Cep-722 | 11,09 12,58 11,15 12,88 13,81 8,92 12,6
Cep-723 | 11,92 13,51 12,17 15,75 10,13 10,48 10,31
Cep-724 | 13,74 11,64 10,12 11,99 12,53 9,36 13,86
Cep-725| 9,46 9,17 11,49 11,28 9,74 9,29 10,53
Cep-726 | 12,23 11,34 10,47 10,2 9,37 9,01 12,95

Tablas de valores observados en el segundo ensayo de promocion de crecimiento de plantines
de tomate inoculados con aislamientos del género Metarhizium.

Diametro de tallo (mm):

Trat Blogue 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Bloque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
Control 4 4,5 5 5 5 5 5
Cep-722 |55 5 6 5 6 6 6,5
Cep-723 |5 5 5 5 6 55 6
Cep-724 |5 5 55 6 5,5 6 55

Cep -725 5 5 5,5 5 5 5 5

Cep -726 5 5,5 6 5,5 6 6 5

Longitud de tallo (mm):

Trat Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Blogue 5 | Bloque 6 | Bloque 7
Control 270 286 279 296 308 261 273

Cep -722 305 291 312 329 336 355 321
Cep-723 | 331 315 351 305 371 321 305
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4 Cep-724 | 332 284 375 345 335 336 341

5 Cep-725 281 347 338 331 327 321 310

6 Cep-726 | 311 355 298 310 319 337 341

Peso de tallo (g):

Trat Bloque 1 | Bloque 2 | Bloque 3 | Bloque 4 | Blogque 5 | Bloque 6 | Bloque 7
1 Control 9,39 9,75 9,89 9,9 12,41 9,5 11,11
2 Cep-722 | 10,21 10,31 11,93 10,08 14,49 11,3 11,55

3 Cep-723 10,95 10,11 11,16 12,15 13,06 11,01 9,82

4 Cep-724 | 9,15 10,05 9,63 12,01 12,89 11,56 9,87

5 Cep-725 | 8,66 12,77 13,01 11,62 13,75 13,84 10,02

6 Cep-726 11,07 12,35 10,54 12,12 12,62 13,43 12,91

Analisis de varianza, comparaciones de medias, grafico de barras, pruebas formales e informales
de supuestos de normalidad y de homocedasticidad de varianza en el primer ensayo de
promocidn de crecimiento:

Andlisis de varianza y comparaciones de medias y grafico de barras para didmetro de tallo:

PR - 6,211
Analisis de la varianza

Variable i) R®= R® Aj CW
Diam. Tallo 42 0,48 0,41 5,50

5,914

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. S5C gl CH F p-valor
Modelo. 3,24 5 0,65 €,71 0,0002
Tratamiento 3,24 5 0,65 6,71 00,0002
Error 3,48 36 0,10 . 560
Total 6,72 41
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,49999
Error: 0,0887 gl: 36
Tratamiento Medias m E.E. 5,301
1,00 5,14 7 0,12 A
,00 ,50 7 0,12 B
,00 (66 7 0,12
,00 L7989 7 0,12
00 , 86 0,12 500 ) 3 2 5 : o ‘
0

.00 , 00

Diam. Tallo

=)

oLy B Wk n
~

@y tnotnodnoin
e IES IS S S )
o w w
o000

Tratamientos
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Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para diametro de tallo:

Shapiro-Wilks (modificado)

Variakble n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDOC Diam. Tallo 42 0,00 0,25% 0,55 00,2775

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para didmetro de tallo:

Variable N R® R® B CV
RABS Diam. Tallo 42 0,06 0,00 88,0

[=i]
[s]
[as]

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 0,08 5 0,02 0,44 00,8180
Tratamiento 0,08 5 0,02 0,44 0,8180
Error 1,36 36 0,04
Total 1,44 41

Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para diametro de
tallo:

0,844 *

0,36
/ Ajuste: Normai(0,000,0,085)

0,10

frecuencia relativa

-0,26+

Cuantiles observados(RDUC_Diam Tallo)

n= 42 r= 0,973 (RDUO_Diam Tallo)

. r . . )
063 028 010 47 D84 063 037 2,10 017 0,44 0,71 0,98
Cuantiles de una Normal(-5,2868E-017,0,084878) RDUO_Diam. Tallo
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Analisis de varianza y comparaciones de medias y grafico de barras para longitud de tallo:

Analisis de la wvarianza 281,82

Variable H R®= R® A3 CWV
Long. Tallo 42 0,43 0,35 6,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III) 277,457
F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 8836,57 5 1767,31 5,38 0,0009
Tratamiento ©836,57 &5 1767,31 5,38 0,0009 s
Error 11830,57 36 328,63 2
i o 262,99
Total 20667,14 41 g
—

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=29,15267
Error: 328,6270 gl: 36

Tratamiento Medias n E.E. 248 53

1,00 241,57 7T &,85 B

5,00 252,2% 7 6,85 A B

6,00 271,14 7T &,85 B C

3,00 271,71 7 6,85 B C

4,00 276,71 7 6,85 B C 234,06 p 3 a . A s
2,00 283,43 7 6,85 o

Tratamientos

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para longitud de tallo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* plUnilaceral D)
RDUC Long. Tallo 42 0,00 16,95 0,94 0,1E552

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para longitud de tallo:

Variable M RT RSt Aj CV
RABS Long. Tallo 42 0,15 0,03 82,20

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p—-valor
Modelo. 726,55 5 145,31 1,28 00,2520
Tratamiento 726,55 5 145,31 1,28 00,2520
Error 4072,72 36 113,13
Total 4755 27 41

Pruebainformal de normalidad de varianza, Grafico de Q-QPlot e Histograma para longitud de tallo:

41,86 0,357
)
= 2215 026
g
3 Ajuste: Normal(0,000,288,551)
3 £

™
£ E
E 2454 2 017
3 B’
z ]
S 2
I @
g =
@
z
g
T 17,25 0,09
=}

*
n= 42 r= 0,982 (ROUO_Long. Talio}
P
36,96 - T T T 1 0,00 T T T T T 1
36,96 1725 245 2215 41,36 -3577 2166 754 6,57 20,69 3430 4291
Cuantiles de una Normal(4,737E-015,288,55) RDUO_Long. Tallo
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Andlisis de varianza y comparaciones de medias y grafico de barras para peso aéreo:

P . 13,017
Analisis de la varianza

Peso Aéreo

Total 133,34 41

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,60858
Error: £,6312 gl: 36

Tratamiento Medias n E.E. 9,76
1,00 9,54
5,00 10,14
6,00 10,80
2,00 11,86

0,61
0,61
0,61
0,61

868

4,00 11,89
3,00 12,04

0,61
0,61

Variable N R® R® Bj CW
Peso Méreo 42 0,29 0,19 14,89
11,834 11,88

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 38,62 5 7,72 2,94 0,0253
Tratamiento 38,62 5 7,72 2,94 0,0253
Error S94,72 36 2,63 10,844

1 2 3

[T K R R |
OO O R

Tratamientos

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para peso aéreo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
EDUC Peso Acreo 42 0,00 1,52 0,98 0,8603

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para peso aéreo:

Variable H R® Rt B CV
RABS Peso Réreo 42 0,06 0,00 72,52

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 1,8 o 0,37 0,48 0,8035
Tratamiento 1,84 5 0,37 0,46 00,8035
Error 8,86 36 0,8
Total 30,70 41
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para peso aéreo:

3719 -

Ajuste: Normal{0,000,2,310)

n= 42 r= 0,994 (ROUO_Peso Aéreo)

0,174

frecuencia relativa

Cuantiles observados(RDUC_Peso Aérea)

0,09+

0,00 T

331 -1.58 020 1,96 3 388 2,50 ERH 0,26 1,64 3,02 4,40
Cuantiles de una Normal(-3,7007E-016,2,3103) RDUO_Peso Aéreo

Pruebas formales e informales de supuestos de normalidad y de homocedasticidad de varianza en
el segundo ensayo:

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para diametro de tallo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W*¥ p(Unilateral D)
RDUC Diam. Tallo 42 0,00 0,40 0,95 00,2240

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para didmetro de tallo:

Variable N E= E= &Aj CW
E&B5 Diam. Tallo 42 0,23 0,13 65,71

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 0,51 5 0,10 2,20 00,0753
Tratamientos 0,531 5 0,10 2,20 00,0753
Error l,86 36 0,05
Total 2,16 41
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para diametro de
tallo:

0,88+

0,221 ajuste: Normal(0,000,0,162)
n= 42 r= 0,989 (RDUO_Diam. Tallo}

Cuantiles observadosiRDUD_Diam. Tallo)
frecuencia relativa

0,88 0,44 0,00 044 0388 0,84 63 031 0,00 031 053 094
Cuantiles de una Normal(1,6918E-016,0,16202) RDUC_Diam. Tallo

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para longitud de tallo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilaceral D}
RDOC Long. Tallo 42 0,00 20,65 0,9 0,9323

[as]

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para longitud de tallo:

Variable H RT RS hj CV
RABS Long. Tallo 42 0,02 0,00 83,70

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo. le4,24 5 32,85 0,18 00,9679
Tratamientos 1le4,24 S 32,85 0,18 0,579
Error 522,05 3¢ 181,17
Total c686,29 41
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para longitud de
tallo:

0,429

] /\
Ajuste: Normal(0,000,428,007)

20,80

n= 42 r= 0,996 (RDUO_Long. Tallo)

frecuencia relativa

Cuantiles observadosiROUO_Long. Tallo)

-27,32

0,00 T T T T T 1 f T T y il
60,83 -42,03 -23.23 -4.43 14,37 33,17 51,97 51,43 2732 321 20,90 45,01
RDUO_Long. Tallo Cuantiles de una Mormal(7,4428E-015,428,01)

Prueba formal de normalidad de varianza, Shapiro-Wilks para peso aéreo:
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
EDUO Peso Léreoc 42 0,00 1,31 0,98 0,914%9

Prueba formal de homocedasticidad de varianza, Levene para peso aéreo:
Variable M RT RT Ay CV
ELBS Peso Réreo 42 0,14 0,02 71,84

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo. 3,42 5 0,68 1,20 0,3288
Tratamientos 3,42 S 0,683 1,20 0,3283
Error 20,53 36 0,57
Total 23,95 41
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Prueba informal de normalidad de varianza, Grafico de Q-Q Plot e Histograma para peso aéreo:

3,089 .
0,35
B
2 14 Ajusts: Normal(0,000,1,716)
= n=42 r= 10,990 (ROUO_Peso Aérec) 0,26
o
o
o
3 g
g
w0114 =
% I 0174
2
H ]
a2 o
o &=
8
E
3,70
5} 0,09
329 T T T . I
328 1,70 0,11 1,48 3,08 0.00 y

-383 -288 -1,38 =011 117 2,44

Cuantiles de una Normal(-1,586E-016,1,7163) RDUOQ_Peso Aéreo
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Anexo 3.

Resultados y salidas del programa R, para el primer y segundo ensayo de parasitismo con cepas
de hongos:

Primer ensayo - (Version : R4.2.1):

Modelos lineales generalizados mixtos:

Especificacion del modelo en R:

mlgm.modelo.004 muertes ML<-

glmer (muertes~l+tratamiento+ (1l|planta)+(1|hoja)
,family=myFamily

,na.action=na.omit

,nNAGQO=1

,0ffset=NULL

,data=R.data04)

Resultados para el modelo: mlgm.modelo.004_muertes_ML:

Variable dependiente: muertes

General:

Familia Enlace nAGQ
poisson log 1

Medidas de ajuste del modelo:

N AIC BIC logLik Deviance
105 330,55 343,82 -160,27 117,52

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipétesis marginales (Wald) para los efectos fijos:

Source numDF denDF F-value p-value
tratamiento 2 102 78,02 <0,0001
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Efectos fijos:

Estimate Std. Error z value Pr (>|z])

(Intercept) 3,38 0,06 52,44 <0,0001
tratamientoT2 -6,25 0,71 -8,84 <0,0001
tratamientoT3 -6,25 0,71 -8,84 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios:

RndEff Param Var SD
hoja (Intercept) 0,02 0,14
planta (Intercept) 1,1E-03 0,03

Muertes - Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento:

Inversa de la funcidn de enlace con efecto aleatorio=0
LSD Fisher (Alfa=0,05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento PredLin E.E. Media E.E.

Tl 3,38 0,06 29,31 1,89 A
T2 -2,87 0,71 0,06 0,04 B
T3 -2,87 0,71 0,06 0,04 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Grafico de barras de la media de muertes por infeccién fungica:
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Segundo ensayo - (Version: R4.2.1).

Modelos lineales generalizados mixtos:

Especificacion del modelo en R:

mlgm.modelo.000 Muertes ML<-

glmer (Muertes~l+Tratamiento+ (1| Planta)+ (1|Hoja)
,family=myFamily

,na.action=na.omit

,nNAGQO=1

,0ffset=NULL

,data=R.data00)

Resultados para el modelo: migm.modelo.000_Muertes_ML:

Variable dependiente: Muertes

General:

Familia Enlace nAGQ
poisson log 1

Medidas de ajuste del modelo:

N AIC BIC logLik Deviance
105 400,64 413,91 -195,32 175,58

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdtesis marginales (Wald) para los efectos fijos:

Source numDF denDF F-value p-value
Tratamiento 2 102 176,00 <0,0001

Efectos fijos:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z]|)

(Intercept) -1,49 0,36 -4,14 <0,0001
TratamientoTl 4,72 0,35 13,32 <0,0001
TratamientoT2 2,6E-05 0,50 5,2E-05 >0,9999
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Parametros de los efectos aleatorios:

RndEff Param Var SD
Hoja (Intercept) 0,02 0,14
Planta (Intercept) 0,01 0,09

Muertes - Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento:

Inversa de la funcidn de enlace con efecto aleatorio=0
LSD Fisher (Alfa=0,05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Tratamiento PredLin E.E. Media E.E.

Tl 3,24 0,07 25,41 1,90 A
T2 -1,49 0,36 0,23 0,08 B
Control -1,49 0,36 0,23 0,08 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Grafico de barras de la media de muertes por infeccién fungica:
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