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Anexo Abreviaturas y Siglas
AJ: Acido Jasmoénico
ANOVA: Anélisis de la Varianza
APG: Medio de cultivo Agar Papa Glucosado
AS: Acido Salicilico
CG: Cromatografia Gaseosa
ET: Etileno
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
ITS: Espaciador Transcripto Interno
MGI: Porcentaje de Inhibicion Miceliar.
MS: Espectrometria de Masas
NMR: Resonancia Magnética Nuclear
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PR: Proteinas relacionadas a la patogenicidad
RSA: Resistencia Sistémica Adquirida
RSI: Resistencia Sistémica Inducida
SNA: medio de cultivo sintético (Spezieller Néhrstoffarmer Agar)
SPAD: colorimetro que permite estimar el contenido de clorofilas en hojas
Tef1: Factor de la elongacion de la Transcripcion 1
TLC: Cromatografia en Capa Fina
TSM: Medio Selectivo para Trichoderma

VOCs: Compuestos Organicos Volatiles

Unidades

ug: Microgramos.
pm: Micrometros.
g: Gramos.

h: Horas

mg: Miligramos.
ml: Mililitros.

ul: Microlitros.



Anexo Composicion de medios de cultivo y buffers

SNA : “Synthetischer ndhrstoffarmer” Medio sintético pobre en nutrientes

Composicion: 1 gr de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4); 1 gr de nitrato de
potasio (KNO3); 0.5 gr de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 7H20); 0.5 gr
de cloruro de potasio (KCI); 0.2 gr de glucosa; 0.2 gr de sacarosa; 20 gr de agar y 1000
ml de agua destilada.

APG : Agar papa glucosa

Composicion: 18 gr de agar, 20 gr de glucosa, 200 gr de papa y 1000 ml de agua
destilada.

TSM: “Trichoderma selective medium” Medio selectivo para Trichoderma.

Composicion: 0.2 gr de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 7H20); 0.9 gr de
fosfato dipotasico (K2HPO4); 0.15 gr de cloruro de potasio (KCI); 1 gr de nitrato de
amonio (NH4NO3); 3 gr de glucosa; 0.25 gr de cloranfenicol ; 0.2 gr de
pentacloronitrobenzeno (PCNB); 0.15 gr. de rosa de bengala; 20 gr de agar y 1000ml de
agua destilada.

Buffer CTAB

Composicion: 50 mM Tris-HCI (ph 8); 0.7 M NaCl; 10mM EDTA; 1% CTAB
(hexadeciltrimetilamonio); 1% PVP 40 y 0.1 % B-mercaptoetanol.



Resumen

RESUMEN

La Argentina es el mayor productor de cebada destinada a la industria maltera de
Sudamérica, llegando en el afio 2015 a 3,4 millones de toneladas. Entre las enfermedades
mas importantes que afectan el cultivo de cebada se encuentra la “mancha en red”, causada
por el patégeno fungico Drechslera teres. Esta enfermedad produce pérdidas en promedio
del 20%, afectando el peso y numero de granos y la calidad de malta para la elaboracion de
cerveza.

El patogeno D. teres sobrevive de una temporada a la siguiente en los restos culturales de la
campafia anterior y en semillas infectadas, siendo estos sus principales fuentes de inoculo.
Es por ello que es necesario priorizar su manejo para evitar su propagacion y dispersion.

En el marco del manejo integrado de enfermedades, el biocontrol, mediado por
microorganismos con propiedades antagonistas, es una medida tendiente a disminuir la
carga inicial de inoculo permitiendo niveles tolerables de enfermedad. Este manejo
conlleva a una disminucién en las aplicaciones y dosis de fungicidas quimicos, lo que
reduce la contaminacién y la generacion de resistencia de los agentes fitopatogenos.

El objetivo de la presente tesis fue realizar estudios de biocontrol sobre el patdégeno D. teres
con aislamientos nativos de Trichoderma spp. en el marco de la busqueda de estrategias
sustentables para el control de la “mancha en red” en la Argentina. Para esto se plantearon
los siguientes objetivos especificos: 1)- Aislar cepas de Trichoderma spp. y de D. teres
provenientes de distintas areas productora de cebada de la Argentina . 2)- Caracterizar
morfologica y molecularmente los aislamientos 3)- Analizar la interaccion de ambos
microorganismos in vitro ¢ identificar los mecanismos biologicos y bioquimicos que
intervienen en dicha interaccion. 4)- Evaluar el efecto de Trichoderma spp. en ensayos in
vivo y determinar su eficiencia como biocontrolador de D. teres.

El patogeno D. teres se aislo de hojas de cebada con el sintoma tipico de “mancha en red”
provenientes de cultivos de la Estacion Experimental Julio Hirschhorn (Los Hornos,
Buenos Aires) y de semillas infectadas naturalmente de diferentes regiones productoras de
cebada de la provincia de Buenos Aires: Barrow, Bolivar, Bordenave y Tres Arroyos.

Trichoderma spp. se aislo a partir de muestras de rizosfera del mismo origen que las
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semillas de cebada. Se seleccionaron 3 cepas de D. teres (D. teres A; D. teres C y D. teres
M) y 8 de Trichoderma spp. (TO, T2, T3, T4, T7, T8, T9 y T10) que se caracterizaron
morfoculturalmente y filogenéticamente. El analisis molecular se realizé con el marcador
ITS para D. teres y Tefl para Trichoderma spp. Los analisis confirmaron la identidad del
patdgeno, mientras que para el agente antagonista, permitieron diferenciar los aislamientos
obtenidos en dos grupos taxondmicos: siete de ellos (T2, T3, T4, T7, T8, T9 y T10) se
agruparon dentro del complejo de especies 7. harzianum y uno (TO) dentro del clado T.
longibrachiatum.

Se evaluo la capacidad antagonica in vitro de los 8 aislamientos de Trichoderma frente al
patégeno D. teres. Para esto se realizaron cultivos duales en los que se registrd el
porcentaje de inhibicion miceliar del patdégeno y se realizaron observaciones de la zona de
interaccion mediante microscopia optica y microscopia de fluorescencia confocal. Durante
la confrontacion en los cultivos duales, se observo que D. teres produce una pigmentacion
rojo-anaranjada en la zona de interaccion con Trichoderma spp. Se procedi6 a la extraccion
y caracterizacion de los pigmentos mediante medidas de absorbancia en el espectro UV-
visible, espectrofluorometria y cromatografia en capa fina (TLC). Ademas, los pigmentos
fueron purificados por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) y se analizaron
mediante Resonancia Magnética Nuclear (NMR) para determinar sus identidades.

Las observaciones en los cultivos duales mostraron que todos los aislamientos de
Trichoderma spp. inhibieron el crecimiento micelial de D. feres en un rango del 18% al
54%. El aislamiento T3 fue el que mejor inhibicion produjo con un MGI del 39% al 54%.
La pigmentacion observada en la zona de contacto de ambos microorganismos se presento
solo durante la confrontacion y mostré6 propiedades fungistaticas. Los mecanismos
antagénicos observados microscopicamente en la zona de interaccion fueron:
micoparasitismo con enrollamiento (coiling), micelio vacuolizado, paredes delgadas sin
pigmentacion caracteristica (hifas albinas) y micelio deformado. Bajo microscopia confocal
se observd autofluorescencia en vesiculas citoplasmaticas de D. feres durante la
confrontacion con Trichoderma spp., sin embargo esta fluorescencia no se evidencio en los
cultivos monoespecificos.

A partir de la extraccién del pigmento rojo-anaranjado formado durante la interaccion D.

teres- Trichoderma spp. y del andlisis de su espectro UV- visible, se obtuvieron 4 picos de



Resumen

absorbancia de 489, 279, 254 y 230 nm. El espectro de absorcion del pigmento observado
coincidi6 segun la bibliografia con un tipo de catenarina. Con la técnica de TLC se
obtuvieron tres bandas de pigmento, sugiriendo que al menos tres son los pigmentos
observados en D. feres durante la confrontacién. La coincidencia de los espectros de
emision a 488 nm obtenidos por microscopia confocal y espectrofluorometria indicaron que
los pigmentos rojo-anaranjados de la zona de interaccion serian los que estan presentes en
las vesiculas citoplasmaticas de D. feres. La comparacion de los cromatogramas obtenidos
por HPLC de los pigmentos de la zona de interaccion y de un estandar de catenarina
comercial (1,4,6,8-tetrahidroxi-3-metilantraquinona) resultaron ser muy similares,
mostrando ademds un alto grado de correspondencia en sus espectros NMR. Todo esto
sugiere que al menos uno de los compuestos generados por D. teres durante la interaccion
seria 1,4,6,8-tetrahidroxi-3-metilantraquinona.

Se evalud la capacidad antagonica de Trichoderma spp. sobre D. teres mediada por
compuestos organicos volatiles (VOCs) con la técnica de cultivos enfrentados a través de la
estimacion del MGI del patogeno. Los VOCs liberados por los microorganismos solos y en
confrontacion se extrajeron mediante la técnica “espacio de cabeza” (HS) y los analisis se
realizaron por Cromatografia Gaseosa (CG) y Espectrometria de Masas (MS).

La evaluacion del MGI mediante la liberacion de VOCs por Trichoderma spp. evidencid
que todos los aislamientos inhibieron entre 19% y 38% el crecimiento de D. teres, siendo
T3 el que presentd mayor porcentaje de MGI, coincidiendo con los resultados para cultivos
duales. Se observo albinizacion en las colonias de D. teres expuestas a los VOCs y sus
observaciones microscopicas evidenciaron vacuolizacion, micelio debilitado y paredes muy
finas con respecto a lo observado en los testigos. En el anélisis de los perfiles CG-MS de
VOCs liberados por los cultivos monoespecificos de Trichoderma spp. se observo una
composicion similar entre ellos y al encontrado durante la confrontacion con D. teres
aunque con algunas modificaciones. De ellos, el mayor porcentaje de los compuestos lo
representaron los sesquiterpenos, diterpenos y terpenoides. El aislamiento TO fue el que
produjo mayor abundancia relativa solo y en la confrontacion con D. feres. También se
observd que la presencia del patogeno estimul6 la produccién de VOCs en los antagonistas.
Se evaluaron los aislamientos de Trichoderma spp. probados in vitro, en ensayos de

invernaculo mediante sus efectos sobre el biocontrol de D. teres y como promotor del
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crecimiento. Se realizaron ensayos en sustrato estéril (vermiculita) con el fin de seleccionar
los mejores aislamientos para ser probados en tierra. Se emplearon semillas de cebada con
30% de infeccion natural de D. teres, la cual fue considerada escasa por lo que a su vez
fueron inoculadas artificialmente con el aislamiento D. teres A. Trichoderma spp se inoculod
24 h. antes de la siembra. Cada tratamiento consistié en semillas de cebada infectadas
artificialmente con el patogeno mas el aislamiento de Trichoderma spp. a testear. Las
variables evaluadas fueron: incidencia (%), severidad en hojas y tallos (%), clorofila
(SPAD), peso seco aéreo y radicular (mg). Los ensayos en tierra se realizaron con los
aislamientos TO, T2, T3 y T9 que mostraron mayores habilidades antagonistas en cultivo in
vitro e in vivo. Todos los aislamientos probados disminuyeron significativamente el
porcentaje de incidencia hasta un 53%. La severidad del tallo disminuy6 hasta un 77%,
siendo los aislamientos mas destacados T2, T3 y T9. La severidad en hoja fue disminuida
hasta un 70% siendo TO, y T3 los que mostraron menores valores. En cuanto a la variable
clorofila, todos los aislamientos presentaron una tendencia hacia valores mas altos que el
testigo destacandose TO. Para las variables peso seco aéreo y radicular TO y T3 fueron los
que presentaron mayores valores. Con estos datos, se encontré una clara tendencia en la
capacidad diferencial de biocontrol entre los aislamientos de Trichoderma spp. que se
correspondid con los ensayos in vitro.

Esta investigacion permitié contribuir al conocimiento de los mecanismos bioldgicos que
intervienen en la interaccion D. teres-Trichoderma spp. alin no abordada en la Argentina,
para ser aplicados en potenciales practicas de biocontrol de enfermedades.

Se registro por primera vez la produccion del pigmento catenarina generado por D. feres
durante la interaccioén con Trichoderma spp.

Se determind que algunos de los aislamientos de Trichoderma spp. probados in vitro,
ejercieron control in vivo mediante la disminucion de la transmision del patogeno de
semilla a plantula y de la severidad de la enfermedad. Ademds, se evidencidé que
Trichoderma mostrd una tendencia hacia la promocion del crecimiento y vigorizacion de
las plantulas de cebada, lo que posiblemente confiere ventajas a las plantas y minimiza el

impacto negativo causado por factores bidticos y abioticos.



Abstract

ABSTRACT

Argentine is the largest producer of barley destined to the malting industry of South
America, reaching in 2015 to 3,4 million of tons. Among the most important diseases that
affect the barley crops is the “spot net blotch” caused by the fungal pathogen Drechslera
teres. This disease produces losses on an average of 20 %, affecting the weight and number
of grains and malt quality for brewing.

The pathogen D. teres survives from one season to the next in the cultural remains of the
previous campaign and in infected seeds, being its main sources of inoculum. That is why it
is necessary to prioritize its management in order to avoid its spread and dispersion.

In the context of the integrated diseases management, the biocontrol mediated by
microorganisms with antagonistic properties is a measure tending to reduce the initial
inoculum load, allowing tolerable levels of disease. This management carries to a decrease
in the applications and doses of chemical fungicides, which reduces the pollution and the
growth of resistance of the phytopathogen agents.

The aim of the present thesis was to carry on biocontrol studies on the D. teres pathogen
with native isolates of Trichoderma spp. in the framework of the search of sustainable
strategies for the control of the "spot net blotch" in Argentine. For this, the following
specific aims were proposed: 1) - To isolate strains of Trichoderma spp. and of D. teres
from different barley producing areas of the Argentina. 2) — Characterize these isolates,
both morphologically and molecularly 3) - Analyze the interaction of both microorganisms
in vitro and identify the biological and biochemical mechanisms involved in such
interaction. 4) - To evaluate the effect of Trichoderma spp. in in vivo tests and to determine
its efficiency as biocontrol agent of D. feres.

The pathogen D. teres was isolated from barley leaves with the typical symptom of "spot
net blotch” from crops of the Experimental Station Julio Hirschhorn (Los Hornos, Buenos
Aires) and of naturally infected seeds from different barley producing regions of Buenos
Aires state: Barrow, Bolivar, Bordenave and Tres Arroyos. Trichoderma spp. were isolated
from rhizosphere samples of the same origin that the seeds of barley. Three strains of D.

teres (D. teres A; D. teres C and D. teres M) and 8 of Trichoderma spp. (TO, T2, T3, T4,
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T7, T8, T9 and TI10) were selected and characterized morphoculturally and
phylogenetically. Molecular analysis was performed with the ITS marker for D. teres and
Tefl for Trichoderma spp. The analysis confirmed the identity of the pathogen, while for
the antagonist agent it allowed to differentiate the isolates obtained in two taxonomic
groups: seven of them (T2, T3, T4, T7, T8, T9 and T10) were grouped within the species
complex 7. harzianum and one (T0) within the clade 7. longibrachiatum.

The in vitro antagonistic capacity of the 8 isolates of Trichoderma against the D. teres
pathogen was evaluated. For this, dual cultures were performed in which the percentage of
mycelial inhibition (MGI) of the pathogen was recorded and observations of the interaction
zone were made by optical microscopy and confocal fluorescence microscopy. During the
confrontation of the dual cultures, it was observed that D. feres produced a red-orange
pigmentation in the zone of interaction with Trichoderma spp. The pigments were extracted
and characterized by absorbance measurements in the UV-visible spectrum,
spectrofluorometry and thin layer chromatography (TLC). In addition, the pigments were
purified by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and analyzed by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) to determine their identities.

Observations on dual cultures showed that all isolates of Trichoderma spp. inhibited D.
teres mycelial growth in the range of 18% to 54%. The T3 isolation produced the best
inhibition with an MGI of 39% to 54%. The pigmentation in the contact zone of both
microorganisms was observed only during the confrontation and showed fungistatic
properties. In the interaction zone, the antagonistic mechanisms observed microscopically
were: mycoparasitism with coiling, vacuolated mycelium, thin walls without characteristic
pigmentation (albino hyphae), and deformed mycelium. Under confocal microscopy,
autofluorescence was observed in cytoplasmic vesicles of D. teres during the confrontation
with Trichoderma spp., however this fluorescence was not evidenced in monospecific
cultures.

From the red-orange pigment extraction and the analysis of its UV-visible spectrum, four
absorbance peaks of 489, 279, 254 and 230 nm were obtained. The absorption spectrum of
the pigment coincides with a type of catenarin according to previous reports. With the TLC
technique, three pigment bands were obtained, suggesting that at least three pigments were

present in D. feres during the confrontation. The coincidence of emission spectra at 488 nm
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obtained by confocal microscopy and spectrofluorometry indicated that the red-orange
pigments of the interaction zone would be those present in the cytoplasmic vesicles of D.
teres. The comparison of the chromatograms obtained by HPLC of the pigments of the
interaction zone and a commercial catenary standard (1,4,6,8-tetrahydroxy-3-
methylanthraquinone) were very similar, showing a high degree of correspondence in their
NMR spectra. All this suggests that at least one of the compounds generated by D. feres
during the interaction would be 1,4,6,8-tetrahydroxy-3-methylanthraquinone.

The antagonistic capacity of Trichoderma spp. on D. teres mediated by volatile organic
compounds (VOCs) was evaluated with the “facing culture technique” through the
estimation of the MGI of the pathogen. The VOCs released by the microorganisms alone
and in confrontation were extracted using the head space technique (HS) and the analysis
were performed by Gas Chromatography (GC) and Mass Spectrometry (MS).

The evaluation of MGI by effect of the release of VOCs by Trichoderma spp. showed that
all isolates inhibited growth of D. teres between 19% and 38%, with T3 having the highest
percentage of MGI, coinciding with the results for dual cultures. Albinization was observed
in the colonies of D. feres exposed to VOCs and its microscopic observations evidenced
vacuolization, weakened mycelium and very thin walls, in comparison with controls. In the
analysis of VOCs released by monospecific cultures of Trichoderma spp. a similar
composition was detected between them and the one found during the confrontation with D.
teres ,although with some modifications. Of these, the highest percentage of the compounds
were represented by sesquiterpenes, diterpenes and terpenoids. The TO isolation was the
one that produced greater relative abundance only and in the confrontation with D. teres. It
was also observed that the presence of the pathogen stimulated the production of VOCs in
the antagonists. The isolates of Trichoderma spp. tested in vitro, were evaluated in
greenhouse trials by their effects on the biocontrol of D. teres and as a growth promoter.
The tests were performed on sterile substrate (vermiculite) in order to select the best
isolates to be tested on land. Seeds of barley were used with 30% natural infection of D.
teres, which were also artificially inoculated with the strain D. teres A. Trichoderma spp.
was inoculated 24 h. before sowing. Each treatment consisted of artificially infected barley
seeds with the pathogen plus the Trichoderma spp. isolation to be tested. The variables

evaluated were: incidence (%), leaf and stem severity (%), chlorophyll (SPAD), aerial dry
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weight and radicular (mg). The soil tests were performed with the isolates TO, T2, T3 and
T9 that showed greater antagonistic capacity in vitro and in vivo culture. All isolates tested
decreased significantly the incidence rate up to 53%. The percentage of stem severity
decreased up to 77%, being the most prominent isolates T2, T3 and T9. The percentage of
leaf severity was reduced to up 70%, with TO, T2 and T3 showing the lowest values. In
respect of chlorophyll variable, the T2, TO and T3 isolates showed the highest values,
differing from the control. For the aerial and radicular dry weight variables, TO and T3
were the most outstanding. With these data, a clear trend was found in the differential
capacity of biocontrol between the isolates of Trichoderma spp, which corresponded with
the in vitro assays.

This research allowed to contribute to the knowledge of the biological mechanisms
involved in the interaction Trichoderma spp. D. teres, to be applied in potential biocontrol
practices of diseases. It was determined that some of the isolates of Trichoderma spp tested
in vitro, exerted control in vivo by reducing the transmission of the pathogen from seed to
seedling and the severity of the disease. In addition, it was evidenced that Trichoderma spp.
showed a tendency towards the promotion of the growth and vigorization of the barley
seedlings, which possibly confers advantages to the plants and minimizes the negative
impact caused by biotic and abiotic stresses. The catenarine pigment generated by D. teres

during the interaction with Trichoderma spp. is reported forby the first time in this work.
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1.1 Origen del cultivo de cebada

La cebada (Hordeum vulgare var. vulgare L.) es un cultivo ancestral cuyos origenes
se remontan a casi 10.000 afios A.C. Ya se la cultivaba en el antiguo Egipto, siendo citada
en el libro del Exodo en relacion a las plagas que asolaron esa region. También fue
conocida por los griegos, quienes la utilizaban para elaborar pan y conformo6 la base de la
alimentacion de los gladiadores romanos. Su principal particularidad es su gran adaptacion
a las diferentes condiciones climaticas y/o geograficas. Se puede encontrar cebada desde
Escandinavia o Canad4 con latitudes mayores a 50° de lat. Norte, hasta la sabana
colombiana con 4° de lat. Norte. También crece en los Andes sudamericanos a mas de 3000
m de altura, donde constituye una de las principales fuentes de carbohidratos para los

pueblos andinos (Cattaneo, 2011).

1.2 Produccidn de cebada en el mundo

En relacion al volumen de produccion a nivel mundial, la cebada se considera el
cuarto cereal de importancia, ubicandose detras del maiz, arroz y trigo. Su principal destino
es para forraje (73%), el 20% para cebada maltera y el resto para consumo humano directo
y otros usos industriales. Como principales productores mundiales se destacan la Union
Europea, Rusia y Canada. Dentro de la Union Europea los principales productores son
Espafia, Francia y Alemania, que en conjunto aportan el 50% de la produccion de la
Comunidad. En América del Norte, Canada se constituyd en el mayor productor con §,2
millones de toneladas (M tn) al afio en 2015, seguido por Estados Unidos con 4,6 M tn. En
el Hemisferio Sur, Australia es el mayor productor de cebada con 7 M tn anuales promedio,
de las cuales el 30% estan destinadas a la industria maltera, tanto local como para
exportacion (Cataneo, 2011)

En Sudamérica, la mayor produccion de este cereal, destinada 100% a la industria
maltera, corresponde a la Argentina. En este pais en el afio 2015, se registrd una produccion
de 3,4 M tn (BCP 2015). Brasil y Uruguay aportan alrededor de 300.000 toneladas anuales,
para el mismo destino. También Pert es un importante productor con 200.000 toneladas

anuales promedio, de las cudles el 70% se destina a consumo humano, mientras que el resto
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es utilizado para consumo animal (Cattaneo, 2011). La figura 1 muestra los principales

paises en el mercado mundial para el afio 2015.

Principales Paises EXPORTADORES de CEBADA ( M tn) Principales Paises IMPORTADORES de CEBADA ( Mtn)
BT . | A.Saudita _— 80
Australia E——— ) Ching 7
Ucrania — Ian NN 13
Rusip — 37 Japon NN |3
Argenting NN ] Libia W 09
(anaxda e 15 Jordania W (8
Kazajistan ™ 5 Argelia -0
EELU » 03 Brasl W (4
nda ¥ 02 2015 Kowait 04 o
Mokova | 01 Emiratos.. W 04
10 40 50 80 10,0 : 0 40 50 &0 100

Figura 1: Produccion de cebada por parte de los principales paises exportadores e importadores,

registrada durante el afio 2015 (Fuente: http:// www.usda.gov/wps/portal/usda/usdahome).

1.3 La cebada en la Argentina

El cultivo de cebada ha tenido un desarrollo importante en la Argentina en los
ultimos diez afios, principalmente aquella destinada a la produccion de cerveza (Figura 2).
Este incremento se ha debido a que constituye una alternativa mas adecuada que el trigo
para la rotacion con el cultivo de soja y a un incremento en la demanda interna y externa
(Cattaneo, 2011). En el pais se registran cuatro zonas principales destinadas a la produccion
de cebada cervecera (Figura 3). Las tres mas importantes estan ubicadas en la provincia de
Buenos Aires, donde se produce més del 90% del total. El sudeste bonaerense cuenta con
alrededor del 40% de la produccion; el sudoeste bonaerense y la provincia de La Pampa
producen alrededor del 25% y el area central de Buenos Aires, aproximadamente un 30%.
La zona ubicada en el oeste de Santa Fe y este de Cordoba tiene alrededor de un 5%,
destinando gran parte para la alimentacion de cerdos. Tanto en el centro de Buenos Aires

como en Santa Fe y Cordoba se utiliza el cultivo de cebada cervecera principalmente
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porque permite realizar la cosecha aproximadamente 15 dias antes que el trigo y efectuar

mas tempranamente la siembra de soja de segunda (Tomasso, 2004).

Figura 3: Mapa de las regiones productoras de cebada en la Argentina

CEBADA CERVECERA
Evolucién del Area, Rendimiento y Produccién
CAMPANA | AreaSembrada | Area Cosechada |Rendimiento Produccién
(has.) (has.) (kg/has.) (tns.)
260.330 241.660 2.157 521.150
269.240 247.125 2.199 543.420
343.128 331.413 3.023 1.001.730
271.715 270.685 3.274 886.260
271.000 268.000 3.020 810.000
339.000 336.000 3.770 1.266.000
440.000 416.000 3.500 1.475.000
589.000 569.000 3.000 1.682.000
545.000 503.000 2.700 1.356.000
755.000 746.000 4.000 2.964.000
1.171.000 1.118.000 3.600 4.077.000
1.810.000 1.695.000 3.000 5.158.000
1.260.000 1.200.000 3.900 4.700,00
1.006.118 889.000 3.300 2.901.492
1.467.421 1.246.891 3.961 4.938.720

Figura 2: Evolucion del area, rendimiento y produccion de cebada cervecera en la Argentina

(Fuente: http://www.agroindustria.gob.ar/sitio/)
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1.4 Principales patologias de la cebada

Las enfermedades vegetales son las respuestas de las células y tejidos a los agentes
patogenos (bidticos y abidticos) que determinan un cambio adverso en la forma, funcién o
integridad de la planta (Agrios, 1999).

Entre los factores de origen bidtico mas comunes estan los hongos, las bacterias y
los virus y entre los abiodticos se encuentran el exceso o deficiencia de agua o nutrientes y
las altas o bajas temperaturas prolongadas. Las causas de las enfermedades se originan por
cambios en el hospedante, el patdogeno y/o el ambiente, que propician las condiciones

favorables para el desarrollo de la enfermedad.

En el cultivo de cebada, en relacion a las enfermedades provocadas por virus, en la
Argentina se destacan el Enanismo amarillo (Barley yellow dwarf virus, BYDV) y el
Mosaico estriado (Barley stripe mosaic virus, BSMV). Entre las patologias mas
importantes ocasionadas por bacterias se encuentran la Espiga negra o rayado bacteriano
(Xantomonas translucens pv. undulosa (Smith, Jones & Reddy) Vauterin, Hoste, Kersters
& Swings y Xantomonas translucens pv. translucens (Jones, Johnson & Reddy) Vauterin,
Hoste, Kersters & Swings) y el Tizén bacteriano (Pseudomonas syringae pv. syringae van
Hall).

Desde el punto de vista nutricional, los hongos patdégenos, pueden estar asociados
exclusivamente al tejido vegetal vivo, en cuyo caso se denominan bidtrofos o pueden
sobrevivir ademas en sustrato no vivo, conociéndose como necrétrofos (Carmona, 2009).
Entre los primeros se registran: Roya de la hoja (Puccinia hordei Otth); Roya amarilla
(Puccinia striiformis Westend. f. sp. hordei); Oidio (Blumeria graminis f. sp. hordei (DC.)
E.O. Speer (Syn. Erysiphe graminis f. sp. hordei) y Carboén volador (Ustilago tritici
(Pers.) Rostr. (Syn Ustilago nuda var. tritici). Entre los necrétrofos se encuentran:
Escaladura (Rhynchosporium secalis (Oudem) J.J. Davis); Ramularia (Ramularia collo-
cygni Sutton B. & Waller J.M.); Fusariosis (Fusarium graminearum Schwabe (teleomorfo
Gibberella zeae (Schwein.) Petch)); Mancha borrosa o marron (Bipolaris sorokiniana
(Sacc.) Shoemaker (teleomorfo Cochiobolus sativus)) y Mancha en red (Drechslera teres

f. teres (Sacc.) Shoemaker (teleomorfo Pyrenophora teres Drechs) (Carmona et al., 2011).
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1.5 Mancha en red de la cebada

1.5.1 Importancia econdémica

Esta enfermedad reduce el area fotosintética, el peso de raices y tallos y el nimero
de macollos, afecta la translocacion de carbohidratos y la absorcion de nitrogeno, lo que
lleva a un menor rendimiento, tamafio y peso del grano (Carmona et al., 2011). En cuanto a
la calidad para malteo, infecciones altas de mancha en red, afectan al contenido de
carbohidratos en el grano y en consecuencia el rendimiento de extracto de malta disminuye
(Mathre, 1997)

En algunos paises como Australia, Canada e Inglaterra se han registrado mermas en
el rendimiento de 10 a 40% (McDonald & Buchannon, 1964; Shipton, 1966; Jordan, 1981;
Deadman & Cooke, 1987; Khan, 1988; Mathre, 1997) y las mismas dependen en gran
medida del momento en el ciclo del cultivo en que se desarrolla esta enfermedad y la
severidad alcanzada. Infecciones tempranas, antes del macollaje, provocan pérdidas de 30 a
40% en el rendimiento del grano (Mathre, 1997). Los cultivos con niveles altos de
infeccion tienden a volcar, aumentando asi las mermas respecto a una cosecha normal, por
pérdida de granos. En Uruguay, las mayores mermas ocurrieron en los afios donde las
infecciones de mancha en red fueron tempranas (Pereyra & German, 2010). En la
Argentina, los ultimos monitoreos realizados entre 1999 y 2000 mostraron a la mancha en
red como la enfermedad mas importante del cultivo de cebada, con un promedio de

pérdidas del 20% (Carmona et al., 2008).

1.5.2. Sintomatologia

El sintoma tipico ocurre principalmente en las hojas, donde aparecen estrias
necroéticas longitudinales cruzadas por otras transversales, dando la apariencia de mancha
en red. En lesiones mas viejas el tejido afectado se vuelve clordtico. Cuando la infeccion
proviene de semilla, la primera hoja generalmente muestra una estria longitudinal necrética
y su desarrollo puede provocar la muerte precoz de la misma.

Existen dos formas de D. teres morfoldégicamente similares pero que inducen

lesiones diferentes: D. feres f. teres, tipica mancha reticular y D. feres f. maculata, mancha
13
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eliptica pardo oscura (mancha tipo spot) (Carmona et al., 2011; Carmona & Sautua 2015)

(Figura 4).

Figura 4: Sintomas tipicos de mancha en red de la cebada causada por D. teres f. teres (A) y

mancha tipo spot, causada por D. teres f. maculata (B). (Fuente: Pereyra & German, 2010)

1.5.3 El patégeno Drechslera teres

1.5.3.1. Ubicacion taxondmica

Esta especie pertenece al Phylum Ascomycota, Sub-phylum Pezizomycotina, Clase
Dothideomycetes, Orden Pleosporales, Familia Pleosporaceae. Su estado sexual es
Pyrenophora teres (Drechsler).

Si bien el nombre aceptado actualmente por el Nomenclature Commitee for Fungi
(NCF) en el International Botanical Congress del afio 2011 (Wijayawardene et al., 2014)
para este patogeno es Pyrenophora teres (estado sexual), en la presente tesis se lo tratara
como Drechslera teres ya que es el nombre genérico mas antiguo y el estado predominante

en la etapa de patogénesis de la enfermedad.

1.5.3.2. Caracteristicas morfologicas

En cultivo sélido in vitro en medio agar papa glucosado (APG) la colonia crece de
manera uniforme generando un micelio gris oscuro. Presenta penachos blancos

denominados tufts, cerca del borde de la colonia. El micelio sumergido en el medio de
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cultivo muestra abundante anastomosis con la formacion de numerosos sectores
vesiculados o lobulados, de color marrén oscuro (Drechsler, 1923). El envés de la colonia
es blanco al principio, luego se torna gris oscuro. En el micelio se pueden formar picnidios,
prototecios y conididforos con conidios (Sivanesan, 1987).

En el tejido vegetal, los conididforos secundarios surgen directamente entre las
células epidérmicas del hospedador y mas raramente de los estomas, solitarios o en grupos
de 2 o 3 (Kenneth, 1962). Miden hasta 220um de largo y 7-11um de ancho, con su base
bulbosa. En sus comienzos son subhialinos y luego se tornan fuliginosos y se vuelven pardo
oscuros a medida que maduran. El primer conidio que nace del apice, al principio es
hialino, volviéndose luego de color amarillento a marrén olivaceo. Su forma es cilindrica,
con contornos suaves y extremos redondeados y con presencia de 3-9 (la mayoria 4-6)
septos transversales (dictioseptados), con constriccion a nivel del septo. Sus medidas son
70-160 pm (la mayoria 90-120 um) x 16-23 pm (la mayoria 19-21 pm) con una cicatriz
basal oscura (Sivanesan, 1987). Poseen germinacion anfigena, es decir por todas sus células
(Figura 5 E). Los picnidios se desarrollan superficialmente o parcialmente inmersos en el
substrato natural como hojas muertas, semillas y rastrojo. También pueden crecer en
distintos medios de cultivo pobres en nutrientes como agar agua y medio de Sach (Kenneth,
1962). Son globosos a piriformes, ostiolados, con medidas de 64-176 um de didmetro, con
escasas setas, van del color amarillo a marrén (Figura 5 D). Las picnidiosporas que produce
son aseptadas, hialinas, esféricas o elipsoidales con medidas que van de 1.4-3.2 um x 1-2
um (Sivanesan, 1987). Estas dan micelio infectivo que ocasiona las manchas y clorosis,
sintomas tipicos de la enfermedad (Smedegarg & Petersen, 1972).

Su fase sexual, presenta pseudotecios (ascomata) que se desarrollan en el rastrojo
(Figura 5 C), hojas muertas y semillas como también en medios ricos y pobres en
nutrientes. Estos contienen ascas desarrolladas en loculos separados por masas de
pseudoparénquima (Kenneth, 1962). Los pseudotecios son globosos a elongados y cerca de
la maduracion se vuelven conicos, con un pico ostiolar cilindrico y setoso (Kenneth, 1962;
Sivanesan, 1987) (Figura 5 B). Las ascas son clavadas a cilindricas con 2 a 8 esporas,
bitunicadas, con medidas que van de 175-275 um x 32-60 um. Las ascosporas son hialinas
al principio, luego amarillo-marrén, muriformes con 3-4 septos transversales y pueden
tener o no 1-2 septos verticales en las células centrales y raramente en una de las finales

(Figura 5 A). Su rango de medidas es 36-65 pum x 14-28 um. Eventualmente se desarrollan
15



Capitulo I — Introduccion General

ascomatas estériles sin hifas ascdgenas, denominadas prototecios (Shoemaker, 1955), los
cuales pueden encontrarse en el campo sobre el sustrato natural, como asi también en

medios de cultivo donde se forman sobre material vegetal introducido en los mismos.

Figura 5: Estructuras morfoldgicas de Drechslera teres. A: ascosporas muriformes. B: pseudotecio.

C: pseudotecios en rastrojo de cebada. D: picnidio con picnidiosporas. E: conidios dictioseptados.

1.5.3.3 Ciclo biologico

La principal fuente nutritiva del patdogeno es la cebada, ya sea la planta viva, el
rastrojo o la semilla.

El hongo se transmite a través de las semillas infectadas al cotiledon o primeras
hojas. También se puede transmitir, mediante conidios y/o ascosporas, a través del aire y la
lluvia desde el rastrojo de cebada de temporadas anteriores a las plantas desde mediados del
macollaje en adelante (Andrade, 2010). Una vez sobre el tejido vegetal, los conidios y
ascosporas germinan produciendo hifas que generan enzimas que actian sobre las células

del hospedante, dando lugar a la mancha foliar tipica. La esporulacion sobre estas manchas
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genera indculo secundario que puede afectar a las bracteas florales, alojandose y
transmitiéndose a las semillas de la siguiente generacion (Figura 6).

D. teres no posee estructuras de dormancia (conidios latentes) ni de resistencia
(esclerocios y clamidosporas) que le permitan sobrevivir periodos desfavorables en
ausencia de un hospedador (Reis, 1991), por esto sobrevive en el rastrojo y sobre plantas
hospedantes alternativas convirtiéndose éstos en fuentes de indculo primario para la
proxima temporada (Mathre, 1982).

Las condiciones Optimas para que se produzca la infeccion son temperaturas de 15 a
25 °C, humedad relativa mayor a 90% en el ciclo del cultivo y de 12 a 36 h de mojado del
follaje (Andrade, 2010).

deposicién
germinacién-penetracion
.-—‘__-___"'\
inicio parasitismo lesiones foliares
dminesin o Soncie
’ (julie) esporulacion
e
aiiiin infeccion de
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Figura 6: Ciclo biolégico de Drechslera teres en cebada (Fuente: Pereyra & German, 2011)

1.5.4 Fuentes de indculo: la semilla

La semilla es la principal fuente de indculo de D. teres y por ello cumple un rol

fundamental en su ciclo bioldgico, ya que proporciona la sobrevivencia del patogeno,
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asegurando su proliferacion y garantizando su ciclo de vida en el cultivo (Reis, 1991).
Desde la cosecha hasta el momento de la siembra, el micelio del patdgeno permanece en el
interior de las semillas alojado en la céscara y el pericarpio (Luz, 1982). La transmision
hacia la plantula puede estar favorecida por factores que reducen la aparicion de la plimula,
como la temperatura del suelo, entre 10 y 15 °C, suelos secos y la profundidad de la
siembra (Reis, 1991).

Varios autores han realizado estudios sobre la tasa de transmision de D. teres de
semilla a plantula y han establecido que ésta es del 20% en condiciones de campo y de 9%
en condiciones de invernaculo (Forcelini & Reis 1990; Carmona et al., 1999; 2008).

Para los patogenos de semilla, tales como D. teres, que causa manchas foliares, la
semilla representa un factor fundamental. Su importancia se debe no s6lo a que posibilita la
transmision del patégeno con alta frecuencia, causando pérdidas en el cultivo de alrededor
del 20%; sino que, ademas facilita su amplia distribucion geografica. Es importante
priorizarlas dentro del manejo sanitario de semillas para evitar su consecuente transmision a
los organos aéreos y contribuir a la disminucion del nimero de aplicaciones de fungicidas

(Carmona & Reis, 1998).

1.5.5 Manejo de la enfermedad

El control de los patogenos y/o enfermedades involucra medidas tendientes a
eliminar al organismo causal de una enfermedad siendo, por lo tanto, solo aplicable a un
numero limitado de situaciones. Estas medidas aumentan el costo de produccién vy,
consecuentemente, reducen el lucro de la actividad agricola. En los ultimos afios, este
concepto ha sido reemplazado por el de “Manejo Integrado de Enfermedades” (MIE) que
implica un proceso continuo de eventos consistentes en la seleccion y uso de técnicas
orientadas a reducir las enfermedades a niveles tolerables (Apple, 1977). El MIE trata de
regular a los organismos fitopatdgenos y no de erradicarlos, teniendo en cuenta la
sustentabilidad ecologica. Las principales estrategias de control se basan en el uso de
cultivares resistentes, en la aplicacion de fungicidas basados en el umbral de dafio
economico (UDE), en el empleo de practicas culturales y la utilizacion de agentes de

control biolégico (Reis et al., 2001; Carmona et al., 2011).
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1.5.5.1. Uso de cultivares resistentes

El uso de cultivares susceptibles es el factor mas significativo que afecta la pérdida
del rendimiento. Se ha incrementado la superficie cultivada con poblaciones genéticamente
uniformes, variedades emparentadas o las mismas de una sola especie vegetal, al tiempo
que se incorporan materiales genéticos nuevos susceptibles a enfermedades. La mayoria de
los cultivares de cebada son susceptibles a las manchas foliares en diversos grados. Debido
a la existencia de biotipos con distinta virulencia, un cultivar puede ser resistente en un
lugar del mundo y susceptible en otro. Como estrategia de control, es necesario incorporar
genes especificos a los biotipos locales a través del mejoramiento genético, evaluando
anualmente la reaccion de los cultivares, para seleccionar los de mejor comportamiento
(Carmona et al., 2011). Conocer el comportamiento sanitario del cultivar es clave en un
programa de manejo integrado de enfermedades. En general, para manchas foliares se
busca incorporar resistencia a cultivares con buena adaptacion y calidad maltera, mediante

cruzas simples, triples o retrocruza (Pereyra & German, 2011)

1.5.5.2. Control quimico

La eficiencia del tratamiento quimico en semilla depende de la cantidad de semillas
infectadas, como asi también de la eficacia del fungicida, la dosis empleada y la calidad de
cobertura de la superficie de la semilla (Carmona et al., 2011). Segin Carmona et al.
(2008) los fungicidas iminoctadine, iprodione y guazatine erradicaron al patdégeno D. teres
de semilla con altos niveles de infeccion. Para mantener las epidemias causadas por
patogenos necrotrofos por debajo del UDE, se recomienda el tratamiento especifico con
fungicidas cuando se practica la rotacion de cultivos o en areas donde no se hayan cultivado
cereales de invierno anteriormente (Carmona et al., 2011).

En la concepcion del MIE, no se recomienda la aplicacion de fungicidas foliares en
ausencia de sintomas. Solo son posibles dichas aplicaciones teniendo en cuenta los UDE y
los umbrales de dafio de accion (UDA). Estos umbrales representan el maximo nivel de
enfermedad tolerable econdémicamente en los lotes y son lo suficientemente bajos como
para aprovechar las principales acciones de los fungicidas (preventivas y curativas) y para

frenar la tasa de multiplicacion del patéogeno. El UDE para la mancha en red y borrosa
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(causada por Bipolaris sorokiniana) fue determinado en 25-30% de incidencia foliar para el
afio 2008. Estos valores deben modificarse todos los afios en funcién del precio de la

cebada, del fungicida y del rendimiento potencial del lote (Carmona, 2008).

1.5.5.3 Practicas culturales

Dentro de las modificaciones incorporadas por el hombre en las précticas
culturales, el aumento en la superficie destinada a la siembra directa ha favorecido el
incremento de esta enfermedad, sobre todo beneficiando su supervivencia durante la fase
saprofitica en los rastrojos. La medida clave para implementar la siembra directa es el uso
de rotacion de cultivos que no sean susceptibles a D. teres. La rotacion es una forma de
eliminar al huésped, dandole tiempo suficiente a los microorganismos del suelo a
mineralizar el rastrojo. Esta practica disminuye el indculo inicial haciendo que la
enfermedad aparezca més tardiamente, tenga menor tasa de desarrollo y menor intensidad
maxima. El analisis sanitario del rastrojo de la campaiia anterior puede ser una herramienta
orientativa para decidir la siembra (Pereyra & German, 2011).

La eliminacién de hospedantes secundarios y plantas "guachas" es otra medida a
implementar en el MIE, ya que funcionan como “puentes verdes” comprometiendo el
periodo de rotacion. En Sudamérica se han registrado algunas especies del género
Hordeum, Bromus y Cynodon como hospedantes alternativos constituyendo una opcion

mas para la sobrevivencia de D. teres. (Pereyra, 1996; Carmona et al., 2011).

1.5.5.4. Control biologico

Baker & Cook (1974) definen el control bioldégico como “la reduccion de la
densidad de inoculo o de las actividades productoras de enfermedad de un patdgeno o
parasito, en su estado activo o durmiente, mediante uno o mdas organismos, lograda de
manera natural o a través de la manipulacion del ambiente, del huésped o del antagonista, o
por la introduccion masiva de uno o mds antagonistas”. Por su parte, el agente
biocontrolador se define como el microorganismo con capacidad de limitar o evitar de
manera mas o menos selectiva el crecimiento de un agente patéogeno, sin interferir en el

crecimiento de la planta.
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El biocontrol no genera los efectos negativos que produce el control quimico, tales
como la resistencia de los hongos a los fungicidas, principalmente de accion sistémica, los
riesgos toxicoldgicos de dichos productos, la contaminacion de los alimentos y del suelo y
su persistencia en el agua (Lumsden & Papavizas, 1988; Boland, 1990, Heydari &
Pessarakli 2010).

Entre los mecanismos de accion de los agentes biocontroladores pueden
mencionarse la antibiosis, que consiste en la sintesis de inhibidores del crecimiento o la
muerte de un organismo cuando el mismo se expone a los productos del metabolismo del
antagonista. El parasitismo, un tipo de interaccion biotrofica en la cual los
microorganismos se benefician a expensas de otros. Es muy frecuente entre los hongos, los
cuales lo llevan a cabo mediante la liberacion de metabolitos secundarios y enzimas
capaces de degradar las paredes de su hospedador. La competencia, por nutrientes o por
espacio, que consiste en el esfuerzo de dos o mas organismos, para ganar la cantidad de
substrato que cada uno necesita, en las condiciones especificas en que se presenta y cuando
la cantidad del mismo, no es suficiente para ambos (Gullino, 1992; Elad, 1996; Harman,
2006).

El biocontrol puede presentar costos econdmicos menores y ser mas eficientes
respecto al uso de otras practicas de control tradicionales. Esto es debido a que los
antagonistas actuan en forma mas lenta y en menor escala, pero su accion puede ser mas
estable y duradera en el tiempo que la del control quimico. En este ultimo caso, el efecto
suele ser temporal y se requieren una serie de aplicaciones para lograr una proteccion
adecuada de las plantas (Heydari & Pessarakli 2010).

Sin embargo, el control bioldgico tiene una serie de restricciones, limitaciones y
requerimientos que deben conocerse. Los organismos biocontroladores son mucho mas
sensibles a las condiciones externas que los productos quimicos. Entre sus limitaciones
ecoldgicas se encuentran la inactivacion por la presencia de otros organismos con los que se
establecen competencias y el efecto de sustancias quimicas. En este sentido, para un uso
eficiente se requiere del conocimiento de su biologia, ecologia y mecanismos de accioén

sobre los patogenos a controlar (Lumsden & Papavizas, 1988; Boland, 1990).
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1.5.6 Trichoderma spp. como agente de control biologico

Trichoderma muestra gran habilidad adaptativa a una variedad de nichos
ecologicos, ya que se lo ha aislado de otros hongos, corteza, madera muerta, suelo, esponjas
marinas y de plantas en las que vive como endofito (Samuels et al., 2006 c; Jaklitsch, 2009;
Druzhinina et al., 2011).

Algunas especies son importantes productoras de enzimas industriales, como las
utilizadas en la industria de los biocombustibles, biofertilizantes, biofungicidas y agentes de
control biolégico contra hongos fitopatégenos y nematodes (Szabo et al., 2012).

A hongos del género Trichoderma se los suele encontrar como contaminantes en
granjas productoras de hongos comestibles (Park er al. 2006; Hatvani et al., 2007) y
también como patdgenos oportunistas en pacientes inmunocomprometidos (Kredics et al.,
2003). También son empleados como indicadores de perturbaciones en el suelo (Migheli et
al., 2009).

Sus representantes son grandes productores de metabolitos secundarios, algunos de
importancia clinica y otros utilizados en la industria de los alimentos. Algunas especies son
empleadas en la biorremediacion de suelos contaminados con compuestos organicos e
inorgénicos, incluyendo metales pesados (Schuster & Schmoll, 2010; Harman, 2011 a y b;
Mukherjee et al., 2013).

En general, son faciles de aislar, de cultivar y de propagar en diversos substratos.
Basan sus propiedades antagonicas en mecanismos como, parasitismo directo con
produccion de enzimas extracelulares y/o metabolitos secundarios; competencia por
espacio y/o nutrientes; estimulacion del crecimiento de las plantas y/o mecanismos de
defensa (Harman et al., 2004, 2006; Howell, 2006; Shoresh et al., 2010).

Se ha propuesto que Trichoderma mejora el crecimiento de las plantas a través de la
solubilizacion de nutrientes y por lo tanto muestra mejores efectos en las plantas que estan
bajo condiciones de estrés nutricional (Mastouri et al., 2010, Shoresh et al., 2010).
También mejora las tensiones fisiologicas en las semillas como el envejecimiento y la
latencia (Delgado-Sanchez et al., 2010, Mastouri ef al., 2010).

En la rizésfera, induce la sintesis de fitoalexinas en las plantas, protegiéndolas del

ataque de patdgenos y plagas. Ademas, suele inducir la sintesis de proteinas relacionadas

22



Capitulo I — Introduccion General

con la defensa, proteinas de patogenicidad (PR) y la acumulacion de polimeros
estructurales tales como calosa y lignina, entre otros (Yedidia ef al., 1999).

Aunque la habilidad competitiva depende de la especie (Samuels, 1996),
Trichoderma spp. esta biologicamente adaptado para una colonizacion agresiva de los
sustratos y una supervivencia, en condiciones adversas, a través de la produccion de
clamidosporas. La alta velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y amplia gama de
sustratos sobre los que puede crecer, hacen que sea muy eficiente como sapréfito y aun mas
como agente de control bioldgico.

Entre las especies con propiedades antagénicas mas comunmente citadas se
encuentran: 7. hamatum Bain., T. harzianum Rif., T. koningii Oud. y T. viride Pers. Siendo
hasta el momento 7. harzianum el hongo antagonista mas utilizado para el control de
enfermedades de las plantas (Chet et al., 1981; Chet & Inbar,1994; Elad, 2000; Perello et
al.,2003; Cordo et al., 2007; Dal Bello et al., 2008; Stocco et al., 2016).

Atendiendo a todo lo expuesto, el presente trabajo de tesis estuvo dirigido a realizar
estudios de biocontrol de la mancha en red de la cebada, producida por Drechslera teres,
con especies del género Trichoderma, debido a que esta asociacion atn no ha sido abordada
en la Argentina.

Las hipotesis planteadas fueron:

e Algunos aislamientos de Trichoderma spp. producen diversos efectos antagonistas,

que detienen el crecimiento de Drechslera teres en interacciones in vitro.

e El efecto biocontrolador de algunos aislamientos de 7Trichoderma spp. limita la

infeccion de D. teres en plantulas de cebada.
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Objetivos:

Generales
e Estudiar la interaccion in vitro entre Trichoderma spp. y D. teres, para contribuir al
conocimiento de los mecanismos bioldgicos que intervienen en la misma y su
potencial aplicacion para estudios de biocontrol.
e Determinar si los aislamientos de 7richoderma spp, con potencial antagonico,
ejercen control en la transmision del patogeno D. teres de semillas a plantulas de

cebada.

Particulares

e Aislar cepas de Trichoderma spp. y de D. teres provenientes de distintas areas
productora de cebada de la Argentina.

e Caracterizar morfoldgica y molecularmente los aislamientos de Trichoderma spp. y
D. teres.

e Analizar la interaccion de ambos microorganismos in vitro ¢ identificar los
mecanismos biologicos y bioquimicos que intervienen en dicha interaccion.

e Evaluar el efecto de Trichoderma spp. en ensayos in vivo y determinar su eficiencia
como biocontrolador de D. teres y como promotor del crecimiento en plantulas de

cebada.
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2.1. Introduccion

2.1.1. Taxonomia de Drechslera teres

El género Helminthosporium Link ha sufrido, desde su creacion (1809), numerosas
revisiones taxonomicas. Las observaciones realizadas sobre ciertas especies revelaron
variaciones en el origen, desarrollo y germinacion del conidio, elemento reproductivo de
gran significancia en la clasificaciéon de los antiguos Deuteromycetes. Dichas especies
incluyen numerosos agentes fitopatogenos difundidos principalmente sobre gramineas, las
cuales involucran cultivos de importancia.

Nisikado (1929) propuso la division del género en dos subgéneros 1) Cylindro-
Helminthosporium para las especies que poseian conidios cilindricos, que germinaban a
partir de todas sus células y 2) Eu-Helminthosporium para aquellas especies que poseian
conidios fusiformes que germinaban solo por las células polares. Esta separacion
taxondmica ya era evidente en el trabajo de Drechsler (1923) que agrupd y tratd en primer
término a las especies con conidios cilindricos seguidas de aquellas con conidios
fusiformes. En 1930, Ito sugiri6 elevar el subgénero Cylindro-Helminthosporium al rango
genérico bajo el nombre de Drechslera. Durante mucho tiempo hubo resistencia a la
introduccion de este nuevo género segregado de Helminthosporium, hasta que fue
revalidado por Hughes (1958) y Shoemaker (1959). Este ultimo autor, propuso la creacién
de otro nuevo género: Bipolaris, que comprendia las especies del subgénero FEu-
Helminthosporium (1959). Entonces, se consider6 que quedaba automaticamente
establecido el género Helminthosporium, con las restantes especies cuya ontogenia conidial
diferia de la que presentan las especies graminicolas. Por otro lado, Leonard & Suggs
(1974) convalidaron estos tres taxones y a su vez segregaron de Bipolaris spp. algunas
especies con estado ascogeno diferente, creando a Exserohilum spp. Finalmente Alcorn
(1983) llevd a cabo una exhaustiva investigacion, fundamentando el reconocimiento de
estos tres géneros: Drechslera, Bipolaris y Exserohilum.

El género Drechslera fue revisado por Shoemaker (1962) quien realizé un profundo
estudio en base a colecciones frescas y material de herbario y establecidé conexiones con la

fase sexual de Pyrenophora, confeccionando una clave en la cual incluyd a Drechslera
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teres. Esta especie es heterotdlica y sus dos estados ocurren a lo largo de su ciclo de vida y
pueden estar separados en tiempo y espacio (pleomorfismo).

Smedergard-Petersen (1971) propuso separar la especie Drechslera teres en dos
formas en base a las caracteristicas de sus sintomas. Esas dos formas fueron designadas D.
teres f. maculata y D. teres f. teres, para aislamientos que inducen sintomas de tipo mancha
y sintomas de tipo reticulado, respectivamente. Los primeros consisten en lesiones pardo-
oscuras, circulares a elipticas que miden de 3 a 6 mm., rodeadas de zonas cloroticas de
ancho variable (McLean et al., 2009). Este tipo de sintoma se puede confundir con el
sintoma de la mancha borrosa de la cebada, causado por Cochliobolus sativus (anamorfo
Bipolaris sorokiniana) por lo cual es necesario realizar el andlisis del tipo de espora para
caracterizar el agente causal (Mathre, 1997; McLean et al., 2009). Otra diferencia entre las
dos formas de D. feres se da a nivel de sus ciclos de vida, estos son casi idénticos, excepto
que D. teres f. teres puede sobrevivir de una temporada a la siguiente y dispersarse a través
de la semilla infectada, mientras que en D. feres f- maculata la fase de dispersion y
supervivencia en la semilla no se ha observado en la naturaleza hasta el momento (Louw et

al., 1996; Leisova et al., 2005; Mc Lean ef al., 2009).

El andlisis filogenético de las secuencias de ADN, en particular, los espaciadores
transcritos internos del ADNr (ITS1 e ITS2), se han utilizado ampliamente para resolver las
relaciones taxonomicas a nivel de especie (White et al., 1990, Jacobs & Rehner, 1998).

Estudios moleculares de especies de Pyrenophora/Drechslera han dilucidado la
ubicacion taxondmica del género. Inicialmente el gen 18S del ARNr fue usado para la
clasificacion de Pyrenophora/Drechslera y géneros relacionados (Beerbe, 1996). Més tarde
analisis filogenéticos de la region del ITS y del fragmento gdp codificante para
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, mostraron que Pyrenophora es monofilético y
sustentaron la separacion del rango genérico Drechslera de otros hongos graminicolas
(Zhang & Beerbe, 2001). Ademas en este mismo estudio el estado asexual Drechslera fue
agrupado con Pyrenophora.

Estudios realizados en patrones de divergencia de secuencias del ADN y estructuras

de haplotipos en el locus del gen mating-type (MAT) de ambas formas de P. feres (teres y
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maculata) sugieren un gran aislamiento genético entre ellas, siendo la hibridacion rara o

ausente en condiciones naturales (Rau et al., 2007).

2.1.2. Taxonomia de Trichoderma spp.

Trichoderma spp. pertenece al orden Hypocreales, es el estado anamorfico de
Hypocrea, género tipo de la familia Hypocreaceae. Fue descripto por primera vez por
Persoon en 1794. Los hermanos Tulasne en 1865 mostraron en sus ilustraciones las
primeras evidencias de la conexion entre Hypocrea rufa y Trichoderma viride. Dyngle
(1952-1957) estableci6 el primer tratamiento taxondmico del género aislando los anamorfos
a partir de ascosporas y haciendo una descripcion completa de los dos estados.

El género Hypocrea se caracteriza por poseer ascomas periteciales inmersos en
estromas con alta variabilidad morfoldgica, con ascosporas verdes o hialinas formadas en
ascos tipicamente cilindricos de &pice romo, a veces ligeramente engrosado, con 8§
ascosporas bicelulares mono o dimorficas que se desarticulan a la madurez quedando ascos
con 16 esporas (Kullnig-Gradinger ef al., 2002).

Las bases de la sistematica del anamorfo Trichoderma fueron establecidas por Rifai
en 1969, realizando el primer agrupamiento en nueve especies agregadas: T. piluliferum
Webster & Rifai, T. polysporum (Link ex Pers) Rifai, 7. hamatum (Bon) Bain, T. koningii
Rifai, T. aureoviride Rifai, T. harzianum Rifai, T. longibrachiatum Rifai, T. pseudokoningii
Rifai y T. viride Pers ex S. F Gray. Esta identificacion se realizd teniendo en cuenta
diferencias morfoldgicas y fisioldgicas, como tipo de ramificacion del conididforo, forma y
crecimiento del conidio y coloracion de la colonia, entre otras. En 1984 Bisset propuso la
seccion Longibrachiatum y en 1991 clasifico a los grupos de acuerdo al tipo de
ramificacion de sus conidiéforos en tipo Gliocladium, Pachybasium, Verticillum y
Trichoderma (Figura 1). Esta clasificacion se mantiene aun hoy como referencia para

describir la morfologia de los conidioforos.
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Figura 1: Tipos de ramificaciones de los conididforos de Trichoderma spp. (Fuente: Bissett, 1991).

Los caracteres del estado anamorfico que presentan mayor variabilidad son:

1-Aspecto de la colonia en el medio de cultivo “Synthetischer nédhrstoffarmer” (SNA)

(Nirenberg, 1976) en el cual se forman pustulas o matas y/o proyecciones estériles.

2-Aspecto de la colonia en medio de cultivo agar papa glucosado (APG) donde se pueden

identificar anillos de crecimiento, olor a coco y pigmentos difusibles.
3-Tipo de ramificacion de los conididforos.

4-Forma de las células conididgenas (fialides).

5-Forma, color y tamafio de los conidios.

Debido a las dificultades que se presentaban en la identificacion de especies dentro
del género, por la cercania morfologica entre ellas, a mitad de los afios "90 se comenzaron a

emplear técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
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secuenciacion de fragmentos del ADN, con el fin de esclarecer la filogenia de los diferentes
grupos. Esto llevé a una identificacion mas fiable de las especies y aument6 rapidamente su
numero (Druzhinina & Kubicek, 2005). También gracias a las herramientas moleculares se
reconocid que Trichoderma e Hypocrea eran filogenéticamente indistinguibles (Rehner &
Samuels, 1995) mostrando que la forma asexual y sexual, respectivamente, formaban una
especie holomorfica. Entre las secuencias y marcadores genéticos que se utilizan
actualmente para la identificacion de especies Hypocrea/Trichoderma se encuentran: los
espaciadores transcriptos internos (ITS), factor de elongacidon de la transcripcion (tefl),
calmodulina (cal), actina (act) y subunidad II de la ARN polimerasa (rpb2) (Kullnig-
Gradinger et al., 2002; Samuels ef al., 2009; Druzinina ef al., 2012).

En la actualidad se reconocen aproximadamente 256 especies de Trichoderma
(Samuels et al., 2012; Bissett et al., 2015). La sistematica del género comprende dos
secciones monofiléticas: Seccion Trichoderma y Seccion Longibrachiatum y un grupo
parafilético que comprende catorce clados: Spinulosa, Chlorospora, Harzianum, Semiorbis,
Virens, Ceramica, Strictipilosa, Gelatinosa, Stromaticum, Hypocreanum, Psichrophila,

Brevicompactum, Lutea y grupo central Pachybasium. (Atanasova et al., 2013).
Los objetivos planteados en el presente capitulo fueron:
e Recolectar y aislar cepas de Trichoderma spp. y Drechslera teres provenientes de
distintas areas de la region productora de cebada.
e (aracterizar morfologica y molecularmente los aislamientos de Trichoderma spp. y
D. teres.
2.2. Materiales y métodos

2.2.1 Aislamiento de los microorganismos

2.2.1.1. Trichoderma spp.
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Trichoderma spp. se aisl6 a partir de muestras de rizosfera provenientes de distintas
areas de la region productora de cebada de la provincia de Buenos Aires: Barrow, Bolivar,
Bordenave y Tres Arroyos. Estas areas presentaban antecedentes de mancha en red, con
incidencias en semillas entre el 10% y el 20%. Las muestras fueron tomadas a partir de la
capa superior del suelo (rizosfera) del cultivo de cebada, hasta una profundidad no mayor a
15 cm. Cuando se realizo el muestro, los lotes estaban cultivados con cebada. E1 método
utilizado fue la técnica de dilucion en placa (Warcup, 1950). Esta consistio en realizar una
suspension de 2,5g de suelo seco tamizado en 25ml de agua destilada estéril. Luego de
agitarla durante 15 minutos, se realizaron 3 diluciones seriadas (1:10) y se sembr6 1ml de la
ultima dilucion en cajas de Petri conteniendo medio de cultivo especifico “Trichoderma
selective medium” (TSM) (Elad et al., 1981). Las placas fueron incubadas a 24 °C por 4
dias, momento en cual se analizaron macroscopicamente y bajo microscopio Optico para
efectuar la identificacion del microorganismo.

Teniendo en cuenta que una caracteristica importante de los agentes
biocontroladores es su rapido crecimiento y colonizacidon para una competencia efectiva
contra otros microorganismos (Harman et al. 2004; Heydari &Pessarakli 2010), se utilizo
este criterio para la seleccion de los aislamientos que luego se utilizaron en ensayos in vitro
e in vivo. A partir de 40 aislamientos identificados previamente como 77ichoderma spp. se
seleccionaron 8 en base a los mayores radios de crecimiento promedio de las colonias
presentado luego de 3 dias de incubacion en agar papa glucosado comercial (APG Britania)

en oscuridad a 15 °C y a 25 °C.

2.2.1.2. Drechslera teres

D. teres se obtuvo a partir de hojas con el sintoma tipico de la “mancha en red”
presentes en cultivos de cebada implantados en la Estacion Experimental Julio Hirschhorn
de la localidad de Los Hornos, provincia de Buenos Aires (34° 52°S y 57° 58°0) (Figura 2
A). El aislamiento de los fitopatdégenos se realizd tomando trozos de hojas con lesiones
necroticas, las cuales fueron desinfectadas superficialmente realizando pasajes sucesivos
por alcohol 70°, hipoclorito de sodio al 5% y agua destilada estéril, antes de ser sembrados

en APG. Ademas de realizar aislamientos desde el cultivo de cebada, también se aislo el
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patdogeno a partir de semillas naturalmente infectadas, provenientes de las mismas
localidades que las muestras de rizosfera, mediante el método del agar, segin normas
impartidas por la International Seed Testing Association (ISTA) (Neegaard, 1979) (Figura
2 B). En este método las semillas, previamente desinfectadas, se sembraron en medios
agarizados (APG).

A partir de 10 aislamientos provenientes de lesiones foliares y 10 de semillas
infectadas identificados como D. feres se seleccion6 uno de cada origen en base a su
velocidad de crecimiento luego de 3 dias de incubacion en oscuridad a 24°C en APG y a la
cantidad de conidios producidos luego de 6 dias de incubacion en oscuridad a 24°C en
APG. Adicionalmente se eligido otro aislamiento proveniente de semilla que presentaba

caracteristicas culturales atipicas para esta especie.

Se realizd la caracterizacion morfologica de estos tres aislamientos y la

caracterizaciéon molecular de dos de ellos.

Figura 2: Sintoma tipico de “mancha en red” en hoja de plantas de cebada (A). Aislamiento de D.

teres de semillas de cebada con infeccion natural (B).
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2.2.2. Caracterizacion morfocultural

2.2.2.1. Trichoderma spp.

Los ocho aislamientos de Trichoderma spp. se caracterizaron de acuerdo a su
morfologia y caracteristicas culturales siguiendo la metodologia recomendada por Samuels
et al. (2006b). A partir de los aislamientos cultivados en APG a 25 = 1 °C, con un
fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad durante 7 dias, se cortaron discos de 5 mm
de didametro y se transfirieron a placas de Petri de 90 mm conteniendo dos medios distintos:
SNA y agar papa glucosado comercial (APG Britania). Las placas, 5 réplicas por
aislamiento, se incubaron a 25 °C con un fotoperiodo de 12 h de luz blanca fluorescente. La
observacion de las caracteristicas culturales macroscopicas, como aspecto y coloracion de
la colonia, presencia de olores caracteristicos y liberacion de pigmentos o secreciones al
medio, fueron evaluadas en APG entre las 72 y 96 horas de incubacion dependiendo de la
velocidad de crecimiento de los aislamientos. Para describir la coloracion se utilizo la carta
de colores de Rayner (1970). Las observaciones bajo microscopio Optico (Nikon YS2
equipado con camara fotografica digital Nikon D40) se efectuaron a partir de los cultivos
crecidos en SNA, ya que este medio pobre en hidratos de carbono, permite que las colonias
crezcan con menor velocidad, posibilitando la observacion de las estructuras antes de su
maduracion. Para cada aislamiento se registrd el niumero de fidlides, la presencia de
proyecciones estériles y de clamidosporas y el largo y el ancho de 40 conidios, calculando
también la relacion entre este UGltimo pardmetro. Ademds de realizar las observaciones
macro y microscopicas, se realizd un ensayo para medir la tasa de crecimiento de los
aislamientos. Para tal fin se colocé un disco de micelio de crecimiento activo de cada uno
de los aislamientos, en placas con APG y SNA a 3 cm del extremo de la placa. Se
prepararon tres placas para cada medio y aislamiento, que fueron incubadas a 15, 25 y 35
°C, en oscuridad, durante 96 horas segun Jaklitsch (2009). Se tomaron medidas del radio de

la colonia cada 24 h.
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2.2.2.2. Drechslera teres

La caracterizacion morfologica de los 3 aislamientos D. teres se realizdé en APG de
acuerdo a Ellis (1971) y Sivanesan (1987). Las colonias se analizaron por su coloracion,
presencia de pigmentos y tasa de crecimiento a los 3 y 6 dias de incubaciéon a 24 °C en
oscuridad. Se realizaron observaciones bajo microscopio Optico de la forma, color y
medidas de 40 conidios de cada aislamiento. Las observaciones se realizaron en un
microscopio 6ptico Nikon YS2 equipado con cadmara fotografica digital Nikon D40, con

una magnificacion de 400X.

2.2.3. Identificacion y caracterizacion molecular

2.2.3.1. Trichoderma spp.

La caracterizacion molecular de Trichoderma spp. se efectué a través de la
secuenciacion de un fragmento del gen factor de elongacion de la transcripcion (tefl), ya
que en grupos de especies complejos como éste, dicho marcador ha demostrado poseer
suficiente variabilidad para resolver especies (Jaklitsch, 2009).

Los aislamientos se sembraron en cajas de Petri de 60 mm con caldo papa (CP) y se
los incub6 durante 72 h a 25 °C en ciclos de luz de 12 h. Luego se extrajo el micelio
formado, se elimind el excedente de agua con papel secante y se transfirio a tubos de 1,5
ml. La extraccion del ADN se realizo utilizando el kit comercial QIAGEN (Master mix de
New England Bioloabs), siguiendo su protocolo.

La reaccidon de amplificacion se llevd a cabo con los cebadores (primers) Ef728M-
Ef2 (5'- CAT YGA GAA GTT CGA GAA GG- 3"y 5'- GGA RGT ACC AGT SAT CAT
GTT-3') desarrollados por Samuels et al. (2011). La mezcla de reaccion se realizé en un
volumen de 20 pl, conteniendo 5-20 ng de ADN fungico, una mezcla de 10 mM de cada
nucleotido, 0,25 uM de cada uno de los primers, 1 U de Taq polimerasa, 1,25 mM de
ClxMg y 1x buffer de reaccion (Master mix de New England Bioloabs).

El programa usado para la PCR fue el descripto por Samuels & Ismaiel (2009) y

consistio en un ciclo de desnaturalizacién inicial de 1 min a 94 °C, 30 ciclos de 1 min de
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desnaturalizacion a 94 °C, 1 min a 55 °C y 1 min a 72 °C con un paso de elongacion final
de 3 mina 72 °C.

Los fragmentos amplificados fueron secuenciados en la Unidad de Biotecnologia
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA Castelar) por medio del método

de Sanger et al. (1977).

Analisis filogenéticos

Las secuencias correspondientes al tefl fueron editadas mediante el programa
BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999) y utilizadas para realizar un andlisis filogenético, el
cual incluyo las secuencias de los aislamientos TO, T2, T3, T4, T7, T8, T9 y T10 de
Trichoderma spp., productos de este estudio, y las secuencias de 22 especies de los géneros
Trichoderma/Hypocrea  disponibles en la base de datos del GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Ascomycota:
Hipocreales) (AY883713.1) fue utilizada como outgroup. Previo al analisis filogenético, las
secuencias fueron alineadas utilizando la herramienta ClustalW del programa Mega5
(Tamura et al., 2011), suponiendo una penalidad por apertura y extension de gap de 15y
6,60, respectivamente. El alineamiento fue editado automaticamente por el software Gblock
version 0.91b (Talavera & Castresana, 2007), constituyendo 2 la longitud minima de un
bloque y dejando todas las demas opciones por defecto. El estudio filogenético se llevo a
cabo mediante el analisis de maxima verosimilitud (Maximun Likelihood), utilizando 1000

réplicas de bootstrap para evaluar el soporte estadistico de los nodos.

2.2.3.2. Drechslera teres

Se seleccionaron dos aislamientos que presentaron diferencias morfoculturales para
su caracterizacion molecular: uno proveniente de semilla (Dt M10) y otro de tejido vegetal
enfermo con el sintoma tipico (Dt C10). Se utiliz6 el marcador genético ITS que junto con
el gdp estan recomendados para la delimitacion entre especies del género (Hyde et al.,
2014). La caracterizacion molecular se realizdo mediante una extraccion del ADN gendmico

por el método convencional de extraccion de ADN con buffer CTAB. Luego se amplificéd
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el fragmento de ADN ribosomal que incluye el extremo 3" del ARN 18S, el ITS 1, el ARN
5.8S, el ITS 2 y el extremo 5" del ARN 28 S del microorganismo en estudio, con los
primers universales ITS 1 e ITS 4 (White et al., 1990). Los fragmentos amplificados fueron
secuenciados a través del servicio de secuenciacion de Macrogen (Seul, Corea) por medio

del método de Sanger et al. (1977).

Analisis filogenético

Se realiz6 un andlisis filogenético empleando la secuencia ITS a fin de evaluar la
posicion taxondmica de los aislamientos D. teres M (DtLPS1) y D. teres A (DtLPS2). El
ingroup consistio en 30 secuencias de 18 especies del género Drechslera/Pyrenophora,
mientras que Brunneosphaerella jonkershoekensis fue utilizada como outgroup. Las
secuencias se alinearon utilizando el algoritmo de ClustalW incluido en el software
Geneious R9 (Kearse et al., 2012). El alineamiento se editdé de manera automatica con el
software Gblock Version 0.91b (Talavera & Castresana, 2007), configurandose como 2 a la
longitud minima de un bloque y dejando todas las demas opciones por defecto. Se
seleccion6 el mejor modelo de sustitucion utilizando el Criterio de Informacion de Akaike
(AIC) (AIC; Akaike, 1974) mediante el software jModelTest version 2. 1. 7 (Darriba et al.,
2012) y se llevo a cabo el analisis de maxima verosimilitud con el software PhyML v.3.0
(Guindon & Gascuel, 2003), usando la topologia BioNJ como el arbol de partida para la
mejor busqueda heuristica entre los algoritmos de intercambio del vecino mas cercano
(NNI) y de poda y reinsercion de subarboles (SPR). El soporte estadistico de los nodos se

evalud usando 1000 réplicas de bootstrap.

2.3. Resultados

2.3.1. Aislamiento de los microorganismos

De los 40 aislamientos de Trichoderma spp. los ocho seleccionados fueron los que

presentaron radios promedio de crecimiento iguales o mayores a 1 cm luego de tres dias de
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incubacion a 15 °C y radios promedio iguales o mayores a 4 cm cuando fueron incubados
a 25°C en APG a oscuridad.

Estos fueron caracterizados morfolégica y molecularmente. Luego se utilizaron en
ensayos in vitro € in vivo enfrentandolos con los tres aislamientos de D. teres.

De los 10 aislamientos de D. Teres provenientes de lesiones foliares y de los de
semilla se eligié uno de cada origen. Ambos aislamientos alcanzaron un diametro promedio
de crecimiento igual a 4 cm a los tres dias de incubacion a oscuridad en APG y mostraron
una abundante produccion de conidios, cercana a 1x10* conidios/ml.

En la tabla 1 se detallan los origenes de los aislamientos de Trichoderma spp.,

mientras que en la tabla 2 se observan los de D. teres.

Tabla 1: Origenes geograficos de los aislamientos de Trichoderma spp.

Aislamientos Origen
geografico
TO Tres Arroyos
T2 Tres Arroyos
T3 Bordenave
T4 Tres Arroyos
T7 Bolivar
T8 Bordenave
T9 Tres Arroyos
T10 Barrow

Tabla 2: Hospedante y origenes geograficos de los aislamientos de D. teres.

Aislamientos | Hospedante/Origen geografico

D. teres A Hoja /Los Hornos

D. teres C Semillas/ Bolivar

D. teres M Semillas/Los Hornos
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2.3.2. Caracterizacion morfocultural

2.3.2.1. Trichoderma spp.

Las colonias de todos los aislamientos fueron de color verde, presentaron abundante
esporulacion en APG y una elevada tasa de crecimiento (mas de 35 mm de radio) luego de
3 dias de incubacion a 25 °C en oscuridad. Todas las colonias, excepto las de TO, luego de
una semana bajo fotoperiodo de luz blanca fluorescente, mostraron aspecto algodonoso,
mas flocoso hacia la periferia y algunas presentaron conididéforos dispuestos en anillos
concéntricos y pigmentos amarillos en el medio de cultivo. La mayoria de los aislamientos
no presentd olor caracteristico, salvo T2, T3 y T4 que presentaron un leve olor dulce. El
patron de ramificacion de los conidioforos fue del tipo Pachybasium, las fidlides fueron
ampuliformes y los conidios subglobosos. Estas caracteristicas morfoculturales, sumadas al
rapido crecimiento, fueron las més importantes para la identificacion de los aislamientos.

El aislamiento TO, luego de una semana de incubacion en APG a 25 °C bajo
fotoperiodo de luz blanca fluorescente, no creci6 de manera uniforme sino en forma de
pustulas agregadas. Present6d escaso micelio aéreo, produccion conidial concentrada en el
centro de la colonia, difusion de pigmentos amarillos al medio de cultivo y olor
caracteristico. El patron de ramificacion de sus conidioforos no fue caracteristico de alguno
de los tipos aunque se asemejo al tipo Pachybasium (Bissett 1991), sus fidlides fueron
uncinuladas y sus conidios oblongos.

Las caracteristicas culturales de los aislamientos de Trichoderma spp. incubados a
25 °C bajo fotoperiodo de 12 h de luz blanca fluorescente en (APG y SNA) se detallan en
las tablas 3 y 4 y figura 3. Los detalles microscopicos de su morfologia se ilustran en las
figuras 4 y 5 y se pueden visualizar en la tabla 5. Las tablas 6 y 7 presentan los promedios
de las medidas de los conidios (um) observados bajo microscopio optico y el radio de

crecimiento (mm) de las colonias a 15, 25 y 35 °C respectivamente.
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APG SNA APG SNA

Figura 3: Caracteristicas culturales de los aislamientos de Trichoderma spp. a los 5 dias de

incubacion a 25 °C, bajo fotoperiodo de 12 h de luz blanca fluorescente, en APG y SNA.
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Figura 4: Detalles microscopicos de la morfologia de TO. A) Conidioforo con fidlides filiformes y

conidios oblongos. Escala de 10um. B) Clamidosporas. Escala: 20 pm

Figura 5: Detalles microscopicos de la morfologia de T2 y T10. A) Conidioforos de T2 con fialides
ampuliformes y conidios subglobogos. B) Detalle de la ramificacion dicotomica de T2. C)

Proyecciones estériles rectas y ramificadas de T10. Escala: 10pum.
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Tabla 3: Caracteristicas culturales de Trichoderma spp. determinadas en medio de cultivo APD.

Aspecto de | Presencia de | Liberacion | Presencia | Presencia de
Aislamientos Coloracion la colonia anillos de de de olor secreciones
crecimiento pigmentos
T2 Verde herbaceo Escaso No Si, amarillo No Si, gotas color
oscuro “Dark micelio aéreo palido ambar sobre
herbage Green” micelio aéreo
T3 Verde Oscuro Escaso No Si, amarillo No No
“Dark Green” micelio aéreo palido
T4 Verde Oscuro Matas en la Si, 2 Si, amarillo No No
“Dark Green” periferia oscuro
T7 Verde herbaceo Escaso No No No No
Oscuro “Dark micelio aéreo
herbage green”
T8 Verde Pistachio Matas en la Si, 2. Si, amarillos No No
“Pistachio green” periferia
T9 Verde Oscuro Abundante No No No No
“Dark Green” micelio aéreo
T10 Verde herbaceo Cespitoso, No Si, amarillos No No
Oscuro “Dark con escaso
Herbage green” micelio aéreo
TO Verde Pistacho Micelio ralo No Si, amarillos Si No
Pistachio Green con claro
formacion de
matas

Tabla 4: Caracteristicas culturales de Trichoderma spp.determinadas en medio de cultivo SNA

Aislamientos [ Coloracion Aspecto de | Presenciade | Liberacion | Presencia | Presencia de
la colonia anillos de de de Olor secreciones
crecimiento pigmentos
T2 Verde Oscuro Pustulas No No Si, No
“Dark Green” agregadas y levemente
micelio aéreo dulce
T3 Verde Pistacho Pustulas Si, 2 No Si, No
”Pistachio agregadas levemente
Green”. dulce
T4 Verde Pistacho Pustulas Si, 1 No Si, No
“Pistachio levemente
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Green” dulce.
T7 Verde Oscuro Matas Si, 2 No No No
“Dark Green” agregadas,
escaso
micelio aéreo
T8 “Verde Pustulas Si, 2 No No No
herbaceo agregadas
oscuro” Dark
herbage green
T9 Verde pistacho Pustulas Si, 2 No No No
”Pistachio agregadas
Green”
T10 Verde Oscuro Pustulas Si, 2 No No No
“Dark Green”
TO Verde Pistacho Pustulas No No Si No
“Pistachio escasas en
Green” periferia

Tabla 5: Caracteristicas morfoldgicas de Trichoderma spp. observadas al microscopio optico. 400X

Ramif. Formay
conidiofo Forma N° de Filides color de Proyeceion Clamidosporas
de fidlides fidlides | intercalares es estériles
ro conidios
T2 | Dicotomi | Ampuliformes 2a5 No Subglobosos No No
ca verdes
T3 | Dicotomi | Ampuliformes 2a5 Si Subglobosos | Si, recta 'y No
ca verdes ramificada
T4 | Dicotomi | Ampuliformes 2a5 Si Subglobosos No No
ca verdes
T7 | Dicotomi | Ampuliformes 2a5 Si Subglobosos Si, recta No
ca verdes
T8 | Dicotomi | Ampuliformes 3a$s Si Subglobosos No No
ca verdes
T9 | Dicotomi | Ampuliformes 2a5 No Subglobosos No No
ca verdes
T10 | Dicotomi | Ampuliformes 2a5 No Subglobosos | Si, recta 'y Si
ca verdes ramificada
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TO Irregular Uncinuladas 1 Oblongos

verdes

Tabla 6: Medidas promedio y minimas-maximas (um) del largo y ancho de conidios de

Trichoderma spp. y su relacion.

Aislamiento Largo (um) Ancho (um) L/A (um)
T2 2.82(2.6-3.12) 2.4 (2.16-2.5)  1.17(1.1-1.3)
T3 2.67 (2.3-3) 2.38(2-2.5) 1.12 (1-1.3)
T4 2.85(2.5-3.12) 24(2.15-23)  1.18(1.1-1.3)
T7 2.7 (2.4-3.15) 2.43 (2.4-2.7) 1.10 (1-1.2)
T8 2.64 (2.4-2.88) 248(24-2.64) 1.06(1-1.1)
T9 2.73(2.4-3.12) 2.40(2.36-2.64) 1.14(1-1.3)
T10 2.78 (2.6-2.86) 2.36(2.16-2.7) 1.16 (1-1.22)
TO 4.03 (3.12-4.8) 2.4 (2-2.5) 1.68 (1.3-2)

Tabla 7: Crecimiento promedio del radio de las colonias in vitro de Trichoderma spp.

Aislamientos APG SNA
15°C 25°C 35°C 15°C 25°C 35°C

TO 17.2 (16-18) 60 (55-67) 54 (50-63) 10.5(9-11) 40 (35-45) 50 (45-56)
T2 10.5 (9-11) 60 (54-65) 36(30-40) 11.2(10-12) 55(50-58) 24 (20-30)
T3 8.5 (6-10) 40 (30-50) 20 (15-25) 7.3 (6-8) 38 (35-43) 7(4-10)
T4 9.7 (9-12) 55 (50-60) 20 (17-26) 6.5 (5-8) 32 (28-35) 6 (4-10)
T7 10.5 (8-11) 52 (45-55) 16 (13-20) 4.12(3-5.5) 33 (25-37) 5.6 (3-10)
T8 7.12 (6-8) 40 (35-45) 17 (12-22) 5.9 (5-7) 22 (18-26) 11 (8-15)
T9 8.1(6-9) 54 (50-60) 9.2(8-10) 6.5(5-8) 43(39-45) 9 (6-12)
T10 10.5(9-12) 46 (40-55) 9 (7-11)  5.5(4.7-8) 24 (20-30) 8 (5-10)

Crecimiento tomado a las 72 h de incubacion en oscuridad. Entre paréntesis figura el radio

minimo y maximo del crecimiento, en milimetros.
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2.3.2.2. Drechslera teres

Los aislamientos A y C presentaron caracteristicas culturales tipicas. El micelio
inicialmente fue de color gris, entre gris oscuro “Mouse Grey” y gris claro “Pale Mouse
Grey” desarrollando cerca del borde formaciones blancas similares a penachos (tufts)
(Figura 6 a, b). El aislamiento D. teres M., presentd micelio albino con sectores de

pigmentacion de color rojo-anaranjado desde el centro hacia la periferia (Figura 6 c).

Figura 6: Caracteristicas culturales de D. teres. Aislamientos D. teres A (A), D. teres C (B) y D.
teres M (C).

Los conidios de los tres aislamientos presentaron un rango de colores de amarillento
a marron olivaceo, forma cilindrica, con bordes rectos y redondeados en los extremos y de
2 a 5 pseudoseptos (Figura 7). Sus dimensiones se presentan en la Tabla 8. Las medidas del
diametro de crecimiento de las tres colonias fueron cercanas a los 40 mm a los tres dias de
incubacion en APG, llegando a cubrir la superficie de las placas de Petri a los 6 dias (Tabla

8).

Figura 7: Conidios de D. teres C. Escala: 15 um.
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Tabla 8: Crecimiento promedio y minimas-maximas del didmetro de las colonias (mm) y largo y

ancho (um) de los conidios de los tres aislamientos D. teres

Aislamiento Crecimiento promedio (mm) Medida de conidios (um)
3d 6d Largo Ancho
D. teres A 40.0 (30-50.5) 80.5 (70-90) 65 (40-80) 19.5 (14-22)
D. teres C 30.8 (30-50.2) 80.6 (70.3-90) 48 (36-70) 18.7 (12-21)
D. teres M 30.6 (20.8- 50) 80.2 (70.5-90) 58 (36-72) 14.4 (12-18)

2.3.3. Identificacién molecular

2.3.3.1. Trichoderma spp.

Los aislamientos T2, T3, T4, T7, T8, T9 y T10, fueron ingresados en la base de
datos del GenBank bajo los nimeros de acceso KX572905.1, KX572906.1, KX572907.1,
KX572908.1, KX572909.1, KX572910.1 y KX572911.1, respectivamente. El analisis de
maxima verosimilitud (Maximun Likelihood) basado en el tefl de los mismos, mostr6é que
se agruparon en un mismo clado junto a Trichoderma harzianum (AF348100.1 y
AF348101.1) y a Hypocrea lixii (EU279989.1) con un valor de bootstrap de 91%. Por otro
lado el aislamiento TO (KX572904) se agrupd con T. longibrachiatum (DQ297069.1)
mediante un valor de bootstrap de 97 %. El arbol consenso de maxima verosimilitud, se
muestra en la figura 8. Todos los aislamientos se encuentran precedidos por sus respectivos

nameros de acceso a la base de datos del GenBank.
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KX572908.1 77
85 | KX5728909.1 T8
KX572910.1 T9
KX572911.1 T10
EU279989.1 Hypocrea lixif
AF348101.1 Trichoderma harzianum
94 L AF348100.1 Trichoderma harzianum
KX572906.1 T3
KX572905.1 T2
KX572907.1 T4
FJ463364.1 Hypocrea virens
] 70 AY737736.1 Trichoderma cremeum
DQ3871958.1 Trichoderma asperelloides
DQ307545.1 Trichoderma atroviride
DQ109547.1 Trichoderma erinaceum
DQ841718.1 Trichoderma neokoningii
DQB845421.1 Trichoderma virilente
FJ463270.1 Trichoderma koningiopsis
AF456909.1 Trichoderma koningii
AY376037.1 Trichoderma ovalisporum
DQ284973.1 Trichoderma taiwanenense
L GQ354362.1 Trichoderma reesei

EU280042.1 Hypocrea andinensis
F 60 EU280038.1 Hypocrea orientalis

a1

17

63

32 a2
38

o4 | [ KX572904.1T0
971 DQ297069.1 Trichoderma longibrachiatum

—— EU338334.1 Trichoderma citrinoviride

AY937429.1 Trichoderma pseudokoningii

| AF534626.1 Trichoderma spirale

100 Lﬂ%’ 3.1 Trichoderma stromaticum
72 AY883713.1 Beauveria bassiana

0.2

Figura 8: Arbol consenso de méaxima verosimilitud (Maximun Likelihood) basado en el tefI de los
aislamientos de Trichoderma spp. TO, T2, T3, T4, T7, T8, T9 y T10, y de 22 secuencias de
referencia correspondientes a diferentes especies de Trichodermal/Hypocrea. La barra en la parte

inferior indica el nimero de sustituciones por sitio.
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2.3.3.2. Drechslera teres

Los aislamientos D. teres M. (DtLPS1) y D. teres A (DtLPS2) fueron ingresados en
la base de datos del GenBank bajo los nimeros de acceso KF656728.1 y KF656729.1
respectivamente. El andlisis de secuencias del ITS agrupd a los aislamientos dentro del
clado Drechslera teres con un valor de bootstrap de 96%. El arbol consenso de maxima
verosimilitud se muestra en la figura 9. Los aislamientos se encuentran precedidos por sus

respectivos numeros de acceso a la base de datos del GenBank.

| Aislado DtLPS1 (KF656728)
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Figura 9: Arbol consenso de maxima verosimilitud basado en el ITS de los aislamientos D. teres M
(DtLPS1) y D. teres A (DtLPS2) y de 30 secuencias de referencia correspondientes a diferentes

especies de Drechslera/Pyrenophora. La barra en la parte inferior indica el nimero de sustituciones

por sitio.
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2.4. Discusion

En el estudio de las enfermedades de interés agricola, la correcta identificacion de
los organismos fitopatogenos es de gran importancia para el establecimiento de medidas de
prevencion y manejo. También lo es la correcta identificacion de especies para su uso como
agentes de biocontrol, ya que su practica implica la liberacion de cantidades significativas
de biomasa al medio y es crucial conocer su comportamiento y posibles interacciones con
otros microorganismos y el hombre.

Los aislamientos de D. feres analizados en este trabajo presentaron caracteristicas
morfoculturales, asi como la forma y color de los conidios, similares a lo encontrado por
Sivanesan (1987). En los tres aislamientos se observé el micelio vegetativo vesicular en
ciertos segmentos como lo describe Drechsler (1923) para esta especie. Si bien esta citado
en la literatura que D. feres esporula en cadena (catenulacion) (Kenneth, 1962) esto no fue
observado en nuestros aislamientos. Las medidas de los conidios se encontraron entre los
limites inferiores citados por Sivanesan (1987), siendo las medidas del largo algo menores.
Segun Kenneth (1962) existe una gran versatilidad en este caracter dependiendo del
aislamiento, las condiciones de cultivo y probablemente una tendencia innata hacia la
variabilidad dentro de cada uno de ellos. Este autor afirma que el largo de los conidios es
mayor cuando éstos provienen directamente a partir de las lesiones presentes en los
hospedantes que si son medidos desde una lesién en camara hiimeda o en medio de cultivo.
Este autor junto con Shoemaker (en comunicacidon personal) afirma que las medidas del
ancho de los conidios son mas constantes que las del largo, especialmente si el material fue
incubado antes de medirlo.

La seleccion de los dos aislamientos del fitopatdogeno para el analisis filogenético se
realizd en base a las diferencias culturales que ambos evidenciaban, en particular aquellas
relacionadas con la coloracion del micelio y la produccion de pigmentos. Uno de los
aislamientos se caracterizd por presentar micelio tipico gris oscuro con tufts y el otro, por
desarrollar una colonia albina con abundante pigmentacion rojo-anaranjada. El analisis
filogenético del ITS de ambos aislamientos, los agrupd en el taxon D. teres, reflejando de

este modo la variabilidad morfocultural que se puede encontrar en este microorganismo.
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Varios investigadores (Williams et al., 2001; Leisova et al., 2005; Keiper at al.,
2008) han desarrollado sets de primers capaces de diferenciar las dos formas de D. teres
(maculata y teres) por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos han
sido obtenidos por la ampliacion de fragmentos de longitud variable (AFLP), marcadores
polimérficos amplificados al azar (RADP) y marcadores microsatélites. De acuerdo a la
bibliografia consultada, no es posible diferenciar solo morfolégicamente las dos formas
presentes en D. teres y serian necesarios otros estudios moleculares con primers especificos
(Williams et al., 2001). Sin embargo teniendo en cuenta que nuestros aislamientos fueron
obtenidos a partir de semillas y de hojas con el sintoma tipico, podemos asumir que todos
ellos pertenecen a D. teres f. teres. Esta aproximacion se sustenta en la falta de registros
bibliograficos que evidencian la transmision de D. teres f. maculata a través de la semilla
(Leisova et al., 2005; Mc Lean et al., 2009).

Se conoce que los hongos en general producen melaninas que les confieren
propiedades de resistencia ante factores de estrés ambiental, como la energia radiante,
pérdida de agua y temperaturas extremas (Bell & Wheeler, 1986; Butler & Day, 1998). Las
melaninas son polimeros complejos sintetizados por la polimerizacion de compuestos de
tipo indol o fenol (Langfelder et al., 2003). Dependiendo de los precursores que dan origen
a estos polimeros se han descripto varios tipos, entre ellas las alomelaninas (DHN) que son
las que se encuentran en el phylum Ascomycota. La sintesis de alomelaninas involucra la
utilizacion de iones metales, aminoacidos, proteinas y diferentes derivados fenolicos
incluyendo antraquinonas (Bell & Wheeler, 1986; Caesar- Tonthat et al., 1995; Butler &
Day, 1998) En relacion a esto y de acuerdo con Wakulinsky et al. (2003) la pigmentacion
rojo- anaranjada observada en el aislamiento D. teres M podria deberse a que este
aislamiento metaboliza y adhiere antraquinonas a su propia sintesis de melaninas y en

consecuencia no las liberaria.

Debido a que Trichoderma spp. presenta caracteres morfoldgicos convergentes, no
es suficiente efectuar su identificacion teniendo en cuenta solo un tipo de caracter. Por lo
cual, en el presente trabajo, se han seguido los conceptos morfolégico (MSC) y filogenético

(PSC) (Mayden, 1997) de reconocimiento de especies para la identificacion de los taxones.
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Tanto la caracterizacion morfocultural, como el andlisis filogenético de los
aislamientos permitieron identificar y diferenciar dos grupos taxonémicos: 7. harzianum
(T2, T3, T4, T7, T8, T9 y T10) y T. longibrachiatum (T0) (Gams & Bisset, 1998; Chaverry
& Samuels, 2004; Samuels, 2004).

En trabajos previos se ha podido determinar que la temperatura Optima de
crecimiento para Trichoderma spp. estd comprendida entre 25 y 35 °C, con excepciones en
20°C (Chaverri & Samuels, 2004; Jaklitsch et al., 2006). Las tasas de crecimiento
caracteristicas para cada especie constituyen una herramienta util a la hora de identificar
nuevos aislamientos y en la toma de decisiones taxondmicas. En nuestro estudio la mayoria
de los aislamientos de 7. harzianum, exhibieron radios de crecimiento de 10 a 40 mm
cuando fueron incubados durante 3 dias en oscuridad a 35 °C. Estas observaciones
coinciden con lo reportado por Chaverri & Samuels (2004) para H. lixii/T. harzianum.
Estos mismos autores reportaron que 7. harzianum comparte la habilidad de crecer a 35 °C
con 7. agresivum dentro del grupo que presenta ascosporas verdes.

La produccion de pigmentos y olor caracteristico son caracteres que presentan
variabilidad dentro de este grupo, dependiendo del aislamiento. En nuestro estudio T2, T3,
T4, T8 y T10 liberaron pigmentos al medio, variando del color amarillo palido a marrén
claro. Estas observaciones coinciden con lo reportado por Chaverri & Samuels (2004)
quienes observaron pigmentacion del amarillo-palido a pardo o marrén rojizo dentro de H.
lixii/T. harzianum. Esta variabilidad observada en la caracterizacion morfocultural de los
aislamientos pertenecientes al grupo 7. harzianum, responde a que H. lixii / T. harzianum
es considerado un complejo de especies, dentro del cual existe una gran diversidad
fenotipica y genotipica . En ¢l conviven e interactian organismos con diferentes historias
evolutivas sin una estricta frontera genética entre ellos (Chaverry & Samuels, 2004;
Druzhinina et al., 2010). Actualmente para clarificar las relaciones filogenéticas dentro del
grupo de especies 7. harzianum se emplean varios marcadores y combinaciones de los
mismos. Entre ellos se pueden citar: factor de elongacion de la transcripcion (Tefl),
fragmentos de la subunidad II de la ARN polimerasa (rpb2), regiones de la calmodulina
(call), el fragmento codificante de la quitinasa GH18 Gen (chil8-5) y el espaciador
transcripto interno (ITS) (Druzhinina et al, 2010). En nuestro estudio el analisis

filogenético de los aislamientos se realizd utilizando solo el marcador Tefl, el cudl en
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combinacion con la caracterizacion morfocultural permitid separar los dos grupos
taxonomicos. Sin embargo, deberan realizarse estudios posteriores empleando en conjunto
varios marcadores y caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas para llegar a
una correcta identificacion de las especies dentro del complejo 7. harzianum.

En nuestro estudio, el aislamiento TO perteneciente a 7. longibrachiatum, se

distingui6é de los demas tanto por la morfologia de sus fiadlides y conidios como por su
elevada tasa de crecimiento (hasta 60 mm a 35 °C), coincidiendo con lo reportado por
Samuels et al. (2012). Debido a la capacidad de 7. longibrachiatum de crecer a
temperaturas por encima de los 35 °C, esta especie se ha encontrado mas comunmente en
regiones tropicales que en regiones templadas. Esta misma capacidad hace frecuente su
aislamiento a partir de pacientes inmunocomprometidos (Samuels et al., 2012).
El clado T. longibrachiatum es monofilético y sus miembros son muy bien conocidos como
productores de enzimas celuloliticas, en particular la especie 7. reesei. Asi mismo, se los
reconoce como causantes de infecciones oportunistas en el hombre y los animales y por su
asociacion con materiales de construccion humedos (Klein & Eveleigh, 1998; Kuhls ef al.,
1999; Thrane et al., 2001; Kredics et al., 2003). Especificamente 7. longibrachiatum se ha
reportado como micoparasito y potencial agente de control bioldgico (Sanchez et al., 2007),
aunque de acuerdo con Samuels et al. (2012) habria que tomar precauciones en su uso y
modo de aplicacion como agente de biocontrol, ya que posee la habilidad de crecer a la
temperatura del cuerpo humano y puede significar un riesgo sanitario.

Debido a las interacciones negativas que puede haber con el uso de algunas especies
de Trichoderma spp., es de suma importancia su correcta identificacion, sobre todo en el
caso de aplicaciones tecnologicas y en la busqueda de agentes de biocontrol para ser
aplicados y liberados al ambiente. Ademas de los casos clinicos encontrados con 7.
longibrachiatum, entre los efectos negativos reportados para el género se han mencionado
la produccion de micotoxinas en 7. ressei como el acido 3-nitropropionico y ocratoxina
(Blumenthal, 2004), inhibicion en la germinacion de esporas de micorrizas arbusculares por
T. pseudokoningii (Martinez et al., 2004) y efectos de algunas especies como 7. pleurotum,
T. pleuroticola, T agresivum, T. longibrachiatum , T. harzianum, T. asperellum y T.

atroviridae sobre hongos comestibles (Samuels ef al., 2002; Schuster & Schmoll, 2010).
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3.1. Introduccion

El biocontrol de patdgenos fingicos involucra varios modos de accion, entre ellos se
encuentran el micoparasitismo, la competencia, la antibiosis y la induccion de mecanismos
de resistencia en las plantas (Elad, 1996, 2000).

El micoparasitismo es definido como un tipo de interaccion biotrdfica en la cual
los microorganismos se benefician a expensas de hongos. Es una de las propiedades mas
desarrolladas en la familia Hypocreaceae y la capacidad de antagonizar, parasitar o incluso
matar a otros hongos, es particularmente comun en el género Trichoderma (Atasanova et
al.,2013).

A partir de la secuenciacion de los genomas de 7. atroviridae y T. virens y su
comparacion con el de otros organismos, se ha formulado la hipotesis de que las especies
de Trichoderma spp. han evolucionado a partir de la condiciéon de micotrofia, es decir
creciendo como saprofitos sobre estructuras fingicas, y del micoparasitismo, combinando
ambos mecanismos frente a las oportunidades ambientales (Druzhinina et al, 2011).
Durante esta interaccion, enzimas tales como quitinasas, celulasas y glucanasas disuelven
las paredes fungicas de sus hospedadores y penetran sus células. Trichoderma spp. puede
detectar la presencia de otros hongos aun antes del contacto con ellos activando la
expresion de genes especificos y produciendo diferentes tipos de enzimas antes y después
del contacto (Seidl et al., 2009). Asi, en una sola etapa, en el proceso de micoparasitismo se
pueden afectar mas de 20 genes distintos en un complejo control de regulacion. La mayoria
de estos productos génicos actian en sinergismo con otros durante el proceso de
micoparasitismo, asi las enzimas celuloliticas pueden actuar junto con los compuestos
antibidticos para ejercer el control (Harman, 2000). Las proteasas liberadas por algunas
especies de este género también cumplen un rol importante en el micoparasitismo,
inactivando las enzimas producidas por los microorganismos patogenos, en el suelo o sobre
la superficie de las hojas (Rodriguez-Kabana et al., 1978; Elad & Kapat, 1999). A nivel
microscopico, este mecanismo se puede visualizar sobre el patogeno de diferentes maneras:

enrollamiento (coiling), vacuolizacion, plasmolisis, deformacion de estructuras vegetativas
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y reproductivas, entre otras (Chet & Inbar, 1994; Calistru ef al., 1997; Moya & Sisterna,
2012)

Se define como competencia por nutrientes o espacio al comportamiento desigual
de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento y se produce cuando la utilizacién
de éste por uno de ellos reduce la cantidad o espacio disponible para los demds. La
competencia resulta efectiva, cuando por medio de ésta, el antagonista excluye al patogeno
de su sitio de infeccion (Gullino, 1992) o cuando actia disminuyendo la disponibilidad de
nutrientes exogenos que necesitan los conidios del patdgeno para su germinacion previa a
la infeccion (Blakeman, 1993). Las especies de Trichoderma spp. son altamente eficientes
en la asimilacion de hierro ya que secretan compuestos quelantes de este elemento
(sideroforos) y detienen el crecimiento de otros microorganismos que no poseen esta
capacidad (Chet & Inbar, 1994). También, esta interaccion cumple un rol fundamental en la
fase saprofitica de los patdégenos, compitiendo por las fuentes de carbono y afectando su
supervivencia. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas intrinsecas
del agente de control biologico, como plasticidad ecologica, velocidad de crecimiento y
desarrollo. También depende del tipo de suelo, pH, temperatura, humedad y microflora.
Durante su interaccion con otros microorganismos, las especies de Trichoderma, se
encuentran mejor adaptadas a suelos acidos. Algunas cepas de 7. harzianum pueden
controlar el pH externo para asegurar que los valores sean los Optimos para sus propias
enzimas secretadas (Mclntyre et al., 2004). Por otro lado, los componentes bidticos del
suelo pueden tener grandes efectos en la capacidad de biocontrol de Trichoderma spp. ya
que cantidades significativas de biomasa microbiana pueden inducir cambios en su
crecimiento y esporulacion, generando un suelo fungistatico y limitando su potencial
antagdnico (Vinale et al., 2008b).

La antibiosis se produce durante las interacciones mediadas por compuestos
difusibles, producidos por el agente biocontrolador, que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos (Benitez et al., 2004). Los compuestos antibidticos se encuentran dentro
de un grupo de metabolitos secundarios, los cuales poseen diferentes estructuras quimicas y
distinta actividad biologica, entre las que se incluyen supervivencia, competencia, simbiosis
y transporte de metales, entre otras (Demain & Fang, 2000). Ghisalberti &

Sivasithamparam (1991) propusieron tres categorias para estos compuestos quimicos: a)
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compuestos organicos volatiles (VOCs) y la mayoria de los derivados isocianicos; b)
compuestos solubles en agua y c) peptaiboles (oligopéptidos lineales de 12 a 22
aminoacidos, ricos en acido a-aminoisobutirico, un amino alcohol C-terminal y un grupo
acetilado N-terminal). Las estructuras quimicas de este grupo de metabolitos secundarios,
pueden sugerir dos modos diferentes de accion. Por un lado los compuestos de bajo peso
molecular, volatiles, no polares, ejercerian un control a una distancia relativamente larga
sobre la microbiota del suelo mientras que por el otro, los compuestos polares y peptaboiles
actuarian en una distancia cercana a las hifas que lo producen (Vinale et al., 2008 b). Entre
las sustancias citadas con propiedades antibidticas y antifungicas se encuentran las alquil
pironas, isonitrilos, policétidos, peptaboiles, diquetopiperazinas, sesquiterpenos, pironas y
esteroides (Howell, 1998). Diversos estudios muestran que los VOCs producidos por
Trichoderma spp. fueron capaces de disminuir el crecimiento hifal de diferentes hongos en
cultivo in vitro, asi como de producir colonias con micelio albino y debilitar sus paredes
(Calistru et al., 1997; Moya & Sisterna, 2014; Sanchez et al., 2015). Ademas existen
antecedentes de que los VOCs de Trichoderma spp. fueron capaces de inhibir la sintesis de
deoxi-nivalenol (DON) en Fusarium graminearum y F. moniliforme (Cooney et al., 2001;
El-Hasan et al., 2008) y la produccién de aflatoxinas por Aspergillus flavus (Aguero et al.,
2008).

Se ha comprobado que la asociacion directa de Trichoderma spp. con las raices de
las plantas, estimula los mecanismos de defensa de la misma (Yedidia et al., 1999),
generando resistencia contra una variedad de microorganismos fitopatégenos como también
de nematodos (Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010). Esta resistencia inducida puede
ser localizada o sistémica. Como consecuencia, la planta ejerce una respuesta mayor y mas
rapida ante el ataque de patdégenos (Harman et al., 2004). Esta respuesta incluye la
secrecion de peroxidasas, la sintesis de fitoalexinas, la expresion de genes que codifican
proteinas relacionadas con la patogénesis o “PR”, la biosintesis de compuestos terpénicos y
el aumento de los niveles de los 4cidos salicilico y jasménico (Harman et al., 2004; Howell,
2006; Shoresh et al., 2010). El mecanismo de induccion de la resistencia en las plantas

generado por Trichoderma, se ampliara con mas detalle en el siguiente capitulo.
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La accion de los metabolitos secundarios combinados con los demas mecanismos,
como la competencia por los nutrientes y/o el espacio, el micoparasitismo con la
produccion de enzimas y la induccién de mecanismos de resistencia en las plantas,
contribuyen al éxito de este género como antagonista de hongos fitopatogenos (Zeillinger &
Schuhmacher, 2013). Dado que la primera etapa en toda investigacion de biocontrol, se
basa en el estudio de la interaccidn in vitro patdgeno-antagonista, en el presente capitulo se

plantean los siguientes objetivos:

e Evaluar la capacidad antagénica in vitro de diferentes aislamientos de Trichoderma
spp. frente al patogeno D. teres.

e Analizar la interaccion de ambos organismos in vitro e identificar los mecanismos
biologicos y los procesos bioquimicos que intervienen en dicha interaccion.

e Identificar la naturaleza de los compuestos orgéanicos volatiles (VOCs) liberados en

estas interacciones y analizar sus propiedades.

3.2. Materiales y métodos

Todos los aislamientos de Trichoderma sop. culti
TOT2T3 74 T7 T8 19 T10 “ HILIVOS -i B

duales
0 teres &
D. Teres C
- £ Teres M
I Cultivos enfrentados I
0. teres A Pigmentacion rojo- _ Cbservacionas Observaciones
anaranjada macroscopicas microscopicas

* inhibicion del
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VOUs de Trichoderma mediante: Eninb‘sm'}n det » Anomaiagen tas
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¢ Exiraceidn de VOCs vara » Cromatografia en capa de O. teres patégeno.
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Diagrama de flujos de las metodologias empleadas en este capitulo.
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3.2.1 Cultivos duales

Con el fin de seleccionar los mejores aislamientos de Trichoderma spp., se evalud
su potencial antagdnico mediante la técnica del cultivo dual (Dal Bello et al., 1994). Esta
consistid en colocar en placas de Petri, con 9 ml de medio de cultivo agar papa glucosado
(APG), dos discos de 5 mm de diametro: uno de D. feres y tres dias después el de
Trichoderma spp., ubicados a 4 cm de distancia uno del otro. Los testigos consistieron sélo
en discos del patogeno. A los tres y seis dias de sembrados ambos microorganismos, se
midieron los didmetros de las colonias. La evaluacion se realizd con los valores de los 6
dias, tiempo en el que los testigos llegaron a su maximo crecimiento. Se calculd el
porcentaje de inhibicion micelial (MGI), mediante la formula utilizada por Michereff et al.
(1994):

MGI (%) = [(MGC- MGT)/ MGC] x 100
Donde MGC es la longitud media del crecimiento micelial testigo y MGT es la longitud
media del crecimiento miceliar tratado.

Se realizaron tres ensayos con los tres aislamientos de D. feres (A, C y M)
confrontados con los ocho aislamientos de Trichoderma spp. (TO, T2, T3, T4, T7, T8, T9 y
T10). El diseno experimental utilizado fue al azar con 4 réplicas por tratamiento. Los datos
se analizaron por medio de ANOVA y Test de Multiple Rango LSD Fisher utilizando el
software Infostat version 2011.

Complementariamente se realizaron observaciones microscopicas de la zona de
interaccion D. teres-Trichoderma spp. con el fin de detectar alteraciones en el micelio del

patdgeno, producto del micoparasitismo.

3.2.2. Microscopia confocal

Esta técnica fue utilizada con el objeto de detectar posibles componentes
autofluorescentes asociados a la interaccion D. teres-Trichoderma spp. Se sembraron
ambos hongos en APG, por separado y confrontandolos en cultivo dual. Al término de una
semana, se observaron al microscopio confocal (Leica, SP5) preparados de la zona de

interaccion y de cada uno de los microorganismos por separado. Se realizaron
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observaciones en campo claro y en tres configuraciones de excitacion/emision: 488/670-

730 nm, 488/500-550 nm y 543/580-620 nm.

3.2.3. Caracterizacion del pigmento originado por D. teres durante la interaccion in vitro

con Trichoderma spp.

Con el fin de conocer la naturaleza del pigmento anaranjado producido por el
patdgeno en la zona de exposicion al antagonista, se confrontd un aislamiento de D. feres
con T. longibrachiatum (T0), mediante la técnica del cultivo dual incluyendo testigos de D.
teres como control. Se seleccion6 este aislamiento de 7richoderma spp. ya que fue el que
indujo mayor produccion de pigmento en el patdégeno. Para la extraccion y purificacion del
pigmento se siguié la metodologia citada en Wakulinski et al. (2003). En los cultivos
duales, se obtuvo el micelio de la zona de interaccion donde visualmente se concentraba el
pigmento, mientras que en los testigos se utilizé todo el micelio. El mismo se seco a 60 °C
durante 48 h en estufa. El pigmento se extrajo con 4ml de cloroformo, durante 24 h a
temperatura ambiente y se filtr6 con papel de filtro (Whatman N°1) (Figura 1A). Mediante
rotavapor se evapord el cloroformo y el pigmento se resolubilizé con metanol (Figura 1B).
Se efectuaron medidas de absorbancia en el espectro UV-visible (Shimadzu), en el rango de
200 a 500 nm. También se obtuvieron espectros de emision mediante espectrofluorometria
(RF-1501 Shimadzu). Con el fin de separar los pigmentos de acuerdo a su
solubilidad/polaridad se realiz6 una cromatografia en capa fina (TLC) con el solvente de
extraccion TEF (tolueno, acetato de etilo y acido formico 6:3:1) como se describe en

Wakulinsky et al. (2003).
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Figura 1: Extraccion del pigmento de la zona de interaccion D. teres-Trichoderma sp. A) De
izquierda a derecha: control de Trichoderma, pigmento disuelto en cloroformo, control D. teres. B)
Pigmento purificado luego de la evaporacion del cloroformo (tubo ubicado en el centro de la

imagen).

El espectro de emision de los pigmentos obtenidos en el espectrofluorometro se
compard con el obtenido en el microscopio confocal.
Para confirmar su naturaleza, los pigmentos encontrados en la interaccion, se analizaron
mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) y resonancia magnética
nuclear (NMR). Esto se realizo en el Departamento de Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear del Instituto de Quimica Orgéanica de la Universidad de Heidelberg
(Alemania), bajo la direccion del Dr. Jiirgen Graf, durante una estadia de investigacion en
abril de 2016.
El andlisis de HPLC se realizo6 con la muestra obtenida de la interaccion patdgeno-
antagonista y con una muestra comercial estdndar de 1,4,6,8-tetrahydroxy-3-
metilantraquinona. Los componentes fueron separados en una columna C18 (125 x 4 mm, 5
um) isocratica en 40% agua + 0.1 % acido trifluoroacético (TFA) y 60% acetonitrilo. Los
picos fueron comparados con la muestra estandar comercial. El analisis por NMR en
dimetilsulfoxido- d¢ (DMSO-ds) se realizd con el pico identificado como catenarina en

ambas muestras y se compararon los espectros.

3.2.4. Metabolitos volatiles

3.2.4.1. Técnica de cultivos enfrentados
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Para evaluar si los aislamientos de 7richoderma spp. generan sustancias volatiles
que inhiben el crecimiento del patégeno, se utilizé la técnica de cultivos enfrentados de
Dennis & Webster (1971). Esta consistié en tomar discos de micelio de 5 mm de diametro
del aislamiento D. teres A de 7 dias de crecimiento, colocarlos en el centro de placas de
Petri con 20 ml de APG e incubarlos a 25 + 1 °C en oscuridad. Luego de 72 h se los
enfrentd con un disco de micelio de 5 mm de didmetro de cada uno de los 8 aislamientos
de Trichoderma spp. colocados en la tapa de cada placa de Petri, conteniendo 20 ml de
APG. Una vez que las placas fueron enfrentadas, se sellaron con parafilm y se incubaron a
25 + 1°C durante 6 dias. Los radios alcanzados por las colonias de D. teres fueron medidos
a los 3 y a los 6 dias de incubacion. Se realizaron triplicados de cada uno de los
aislamientos. El testigo consistio en enfrentar un disco de D. teres contra una placa de Petri
solo con APG. La evaluacion se realizd con los valores de los 6 dias, calculando el
porcentaje de inhibicion micelial (MGI), mediante la férmula utilizada por Michereff et al.
(1994).

Los datos se analizaron mediante un test no paramétrico Kruscal-Wallis, y su test de

comparacion de medias utilizando el software Infostat version 2011.

3.2.4.2. Extraccion de VOCs

-Preparacion de muestras

Para determinar la naturaleza de los VOCs liberados por los microorganismos solos
y durante la confrontacion se utilizaron dos metodologias diferentes. En ambas se sembro el
mismo aislamiento de D. teres (A) que en el ensayo de cultivos enfrentados y tres de
Trichoderma spp.: T. longibrachiatum (T0) y T. harzianum (T3 y T8) que habian mostrado
diferentes porcentajes de inhibicion en el crecimiento de D. feres para los cultivos duales y
cultivos enfrentados.

La primer metodologia se utiliz6 para efectuar la extraccion de los VOCs a partir de
cultivos monoespecificos de Trichoderma spp. y D. teres. Cada uno fue sembrado en viales

de vidrio de 3 cm de didmetro con medio de cultivo APG tapados con tapones de teflon. En
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estas condiciones los microorganismos fueron incubados durante 6 dias a 23 = 1 °C. Los
VOC:s se extrajeron al dia 0 y al dia 6.

La segunda metodologia fue la técnica de los cultivos enfrentados. Esta se llevo a cabo para
determinar si el perfil de los VOCs era el mismo cuando los microorganismos se cultivaban
por separado, que cuando estaban juntos en una atmodsfera comun. En la Figura 2 se
observa la preparacion de las muestras y la metodologia de extraccion de VOCs, en cultivos
monoespecificos (A y B) y en cultivos enfrentados (C y D).

La extraccion de los VOCs se realizé al dia 0 y al dia 6 de sembrados los aislamientos de
Trichodema spp. Se incluyeron testigos que consistieron en placas con D. feres de un lado y

en el lado opuesto medio de cultivo APG.

Figura 2: Preparacion de muestras y metodologia de extraccion de VOCs. A y B: cultivos

monoespecificos. C y D: cultivos enfrentados.

-Extraccion

La extraccion de los VOCs se efectud mediante la técnica espacio de cabeza (HS)
con fibras de microextraccion en fase solida (SPME). Mientras que el analisis de los
mismos se realizé mediante cromatografia gaseosa (CG) y espectrometria de masas (MS).
Tanto para la técnica empleada para los cultivos monoespecificos, como para los cultivos

enfrentados, los VOCs fueron muestreados por HS-SPME durante 30 minutos utilizando
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fibras de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS / DVB) de 65 um de grosor (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Las fibras fueron acondicionadas de acuerdo a las instrucciones de
manufactura y reacondicionadas antes de cada analisis.

Los andlisis se realizaron utilizando un cromatografo de gases Hewlett Packard 6890
provisto de una columna capilar no polar DB-5 (30 m de longitud, 0,32 mm de didmetro y
0,25 pum de espesor de pelicula) (J&W, Folsom, CA, USA). El inyector fue operado en el
modo splitless a 250 °C, la temperatura del horno se programo (40 °C durante 2 min, 10°C
/ min a 200 °C, 15 °C / min a 250 °C, con un tiempo de retencion de 5 min a la temperatura
final). La temperatura del detector de ionizacion de llama (FID) se fijé en 280 °C.

El andlisis de los VOCs se realiz6 acoplando un detector selectivo de masas (MS) (HP
5975C VL Agilent) al cromatdgrafo gaseoso (CG). El MS se fijo en el modo de impacto
electronico y opero a 70 eV, con la linea de transferencia a 320 °C, la camara de ionizacién
a 230 °C y el cuadrupolo a 150 °C. Los VOCs fueron identificados tentativamente por la
interpretacion del espectro de fragmentacion de masas, los espectros también se
compararon con los datos de las bibliotecas de espectros de MS (NIST/EPA/NIH 2005;
Adams, 2007) y también con el espectro y el indice de retencion Kovats (KI) (Kovats,
1965) cuyos valores fueron previamente reportados por Stoppacher et al. (2010); Siddiquee
(2014). Los valores de KI fueron calculados después del analisis de C6-C22 series n-alkano
(Supelco) bajo las mismas condiciones cromatograficas.

Las medidas de cuantificacion de los VOCs se determinaron mediante el calculo del area

bajo la curva cromatografica.

3.3. Resultados

3.3.1. Cultivos duales

Todos los aislamientos de Trichoderma spp. inhibieron el crecimiento micelial de
D. teres en cultivo dual en un rango de valores del 18% al 54% respecto al testigo (Tabla 1
y Figura 3, 4 y 5). Registrandose diferencias significativas en su capacidad de inhibir el
crecimiento de los diferentes aislamientos del patdégeno, siendo para D. feres A (F: 8,53; gl

7, p= 0,0002); D. teres C (F: 5,29, gl 7 p= 0,00020) y D. teres M (F: 12,66 gl 7 p=0,0001).
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Para los 3 aislamientos de D. teres, T. harzianum (T3) fue el que mejor se comporto,
presentando un rango de valores de MGI de 39% a 54%, respecto al testigo. El aislamiento
T. harzianum (T8) presentd los valores mas bajos para D. teres A 'y C, pero tuvo el segundo
valor mas alto para D. teres M. El aislamiento 7. harzianum (T7) tuvo altos porcentajes de
MGI para D. teres C y M y fue el tercero que mejor controld a D. teres M. Los restantes
aislamientos, en general evidenciaron un mayor porcentaje de MGI para D. teres A 'y C que
para D. teres M.

En todos los ensayos de cultivos duales, se presentaron diferentes velocidades de
crecimiento y estrategias de antagonismo de Trichoderma spp.

Ademas, sobre D. teres y en la zona de contacto con Trichoderma spp., se
observaron macroscopicamente diferentes coloraciones rojo-anaranjadas, distintas a las
producidas tipicamente por cada microorganismo en los cultivos monoespecificos (Figura
3,4y 5). La zona pigmentada mostré un efecto fungistatico contra el antagonista a partir
del segundo dia de la confrontacion, que durd 2 o 3 dias dependiendo del aislamiento de
Trichoderma spp. probado.

Al dia 6, los aislamientos de 7. harzianum T2, T3 y T4 rodearon a D. teres en las zonas
donde atn no se habia producido el pigmento y cubrieron la mitad de las colonias,
esporulando sobre ellas. El aislamiento 7. harzianum T9 las roded, comenzando a esporular
en el borde de las mismas, mientras que 7. harzianum T7, T8 y T10 comenzaron a
rodearlas pero sin esporular sobre ellas. De manera diferencial 7. longibrachiatum TO
creci6 hasta dejar un halo de inhibicion de crecimiento frente a la zona pigmentada de D.

teres, la roded por detras y comenzd a esporular.
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Tabla 1: Valores medios y error estandar de los porcentajes de inhibicion micelial (MGI) de D.

teres A, C y M en presencia de los aislamientos de Trichoderma spp. TO, T2, T3, T4, T7, T8, T9 y

T10.

Tratamientos D. teres A D. teres C D. teres M
TO 42,59 + 2,83 bc 45,93 + 1,85 bc 17,78 +2,73 a
T2 45,56 + 2,83 bc 4194+16b 26,48+ 2,73 b
T3 55,55+2,83d 44,45+16b 39,11+2,12¢c
T4 47,04+2,83 ¢ 45,56+1,85b 21,67 £2,73 ab
T7 38,52+2,83b 45,19+ 1,85 b 35+1,93 ¢
T8 27,04 £2,83 a 36,30+ 1,85 a 35,93+2,73¢c
T9 41,85+ 2,83 bc 51,11+1,85c¢c 18,44 +2,12 a
T10 37,41+£2,83 b 46,30 £ 1,85 bc 27,78+ 2,73 b

Letras iguales, no presentan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test LSD-

Fisher (P<0.05).

Figura 3: Cultivos duales enfrentando D. teres A con TO (A), T7 (B) y T4 (C). Tratamiento testigo
D).
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(D).

Figura 5: Cultivos duales enfrentando D. teres M con T3 (A), T8 (B) y T9 (C). Tratamiento testigo
D).
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Observaciones microscopicas:

Los mecanismos antagonicos observados microscopicamente en la zona de
interaccion de los tres aislamientos de D. feres con los antagonistas fueron:
micoparasitismo con enrollamiento (coiling) en las cultivos con T. longibrachiatum TO y T.
harzianum T3 (Figura 6 A y B), paredes delgadas sin pigmentacion caracteristica (hifas
albinas) con 7. harzianum T2, T4 y T7 (Figura 6 C), micelio vacuolizado (Figura 6 D) y

micelio deformado con 7. harzianum T8, T9 y T10.

Figura 6: Mecanismos de antagonismo observados microscopicamente en la zona de interaccion
entre D. feres y el antagonista. A y B enrollamiento (coiling) de T3 sobre D. teres, escala: 30 pm.

C: paredes celulares de D. teres perdiendo pigmentacion. D: micelio de D. teres vacuolizado,

escala: 15 pm.
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3.3.2. Microscopia confocal

En la interaccidén patdgeno-antagonista, se evidencio colocalizacion completa de las
tres sefales de fluorescencia a 488, 514 y 543 nm (Figura 7), mientras que en el cultivo de
TO (T. longibrachiatum) sb6lo se observo fluorescencia en un solo canal de
emision/excitacion (Figura 8). Por otro lado en el cultivo de D. teres no se registré ninguna
sefial (Figura 9). La colocalizacion completa de las tres senales de fluorescencia en los
cultivos duales, podria suponer la presencia de mas de una sustancia autofluorescente, ya
que en general los fluoréforos presentan un espectro de emision determinada para cada
excitacion. La ausencia de dos de estas sefiales autofluorescentes en el cultivo de TO,
sugiere una composicion distinta a la presente en el cultivo dual.

En el analisis del espectro de emision para las excitaciones probadas no se detectaron otras
sefales a las encontradas en las imagenes tomadas con la configuracion 488/500-550, 488
/670-730 y 543 /580-620 nm. Esto indicaria que no existen otras sustancias ademas de las

evidentes en los canales empleados.

Cultivo Dual

Campo claro
0£.-0/9/ 88

543 /580-620
0$5-005/ 887

Figura 7: Autofluorescencia en vesiculas citoplasmaticas del cultivo dual, observada en los tres

canales excitacion/emision probados.
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Figura 8: Autofluorescencia en TO (7. longibrachiatum) solo con la configuracion 488/500-550

nm.

Drechslera teres

Campo claro
0££-0£9/ 88Y

543 /580-620
055-00S/ 88t

Figura 9: Ausencia de autofluorescencia en cultivos de D. feres ante todas las configuraciones

empleadas.
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3.3.3. Caracterizacion del pigmento

A partir de la extraccion de la fraccion liposoluble de la zona de interaccion, se
obtuvo un pigmento rojo-anaranjado, ausente en los cultivos monoespecificos. Con el
analisis del espectro UV- visible de este pigmento se obtuvieron 4 picos de absorbancia de
489, 279, 254 y 230 nm (Figura 10). El espectro de absorcion del pigmento observado
coincidi6 con el reportado por Wakulinski et al. (2003) para Pyrenophora tritici- repentis,

atribuyendo este perfil a un tipo de catenarina.

4,127 T T
4,000 - 4

3,000 H —

Abs.

2,000

1,000

0,000 [~ —

0,228 L L

200,00 300,00 400,00 500,00
nm.

Figura 10: Espectro UV- visible del pigmento obtenido de la zona de interaccion D. teres- TO.

Mediante la metodologia de Cromatografia en Capa Fina (TLC), de la fraccion
liposoluble del pigmento de la zona de interaccidn, se obtuvieron tres bandas. Esto sugiere

que al menos son tres los pigmentos observados (Figura 11).
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Figura 11: TLC del pigmento obtenido en la zona de interaccion de D. teres-T0. Se observa el

patron de bandas generado al sembrar la misma muestra en cuatro puntos de siembra.

Con el fin de determinar si los compuestos autofluorescentes presentes en D. teres
en cultivo dual, tenian relacidon con los pigmentos extraidos de la zona de interaccion, se
procedid a registrar el espectro de emision fluorescente del pigmento.

El espectro de emision a 488 nm obtenido por microscopia confocal en las hifas de D. teres
del cultivo dual, coincidi6 con el adquirido por espectrofluorometria del pigmento aislado
(Figura 12). Esto indica que se tratarian de los mismos compuestos, es decir, que los
pigmentos rojo-anaranjados extraidos de la zona de interaccion serian los que estan

presentes en las vesiculas citoplasmaticas de D. teres.
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Figura 12: Comparacion del espectro de emision a 488 nm de la zona de interaccion D. teres/
Trichoderma spp. (A) Microscopia confocal del contenido en las vesiculas de D. feres. (B)

Espectrofluorometria del pigmento aislado.

A partir de los pigmentos extraidos de la zona de interaccion, se procedi6 al analisis
por HPLC y NMR para identificarlos. Los cromatogramas obtenidos por HPLC mostraron
al menos cuatro picos claramente reconocibles (Figura 13). La comparacion con el
cromatograma del estdindar de catenarina empleado  (1,4,6,8-tetrahidroxi-3-
metilantraquinona, FT66115, Carbosynth Limited) resulté ser muy similar al del pigmento
obtenido de la zona de interaccion (Figura 14). El principal compuesto presente en el
estandar corresponde al tiempo de elucion de 6,11 min, lo cual se correlaciona con el mayor

pico encontrado en la muestra del pigmento.
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Figura 13: Cromatograma de HPLC obtenido de la zona de interaccion D. feres -T0
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Figura 14: Cromatograma de HPLC de la muestra comercial 1,4,6,8 tetrahidroxi-3-

metilantraquinona.
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Se realizdé un analisis de los espectros NMR para comparar la estructura del
compuesto de mayor concentraciéon (6,11 min) hallado en D. teres, con la muestra
comercial. En esta comparacion se encontré un alto grado de correspondencia estructural

(Figura 15).

[rel]

Figura 15: Espectro de NMR del pico identificado como catenarina. En rojo espectro de la muestra

de la zona de interaccion D. teres-T0, en azul espectro de la muestra comercial.

En el espectro del pigmento, también se detectaron picos que corresponderian a
compuestos residuales provenientes de las precolumnas de C18. Estos resultados sugieren
que el compuesto generado por D. teres en la zona de interaccion podria ser 1,4,6,8-
tetrahidrox-3-metilanthraquinona. Los demas compuestos separados por HPLC no
alcanzaron la concentracion suficiente, con la técnica hasta ahora empleada, para ser

analizados por NMR.
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3.3.4. Metabolitos volatiles:

3.3.4.1. Técnica de los cultivos enfrentados

Mediante la técnica de cultivos enfrentados se observo que todos los aislamientos de
Trichoderma spp. probados ejercieron inhibicion en el crecimiento del patdégeno entre el
19% y el 38% respecto al testigo (H: 21,43 p= 0,0031) (Tabla 2 ). El aislamiento T.
harzianum T3 fue el que presentdé mayor porcentaje de MGI, coincidiendo con los
resultados para cultivos duales. Luego, le siguieron 7. harzianum T4, T. longibrachiatum
TO, T. harzianum T9, T2, T8, T10 y por ultimo 7. harzianum T7, que fue el que mostré el

menor porcentaje de MGI.

Tabla 2: Promedios de MGI y error estandar para los tratamientos con Trichoderma spp.

Tratamientos | Media MGl  E.E.
T0 21,08 £ 2,3 bc

T2 19,25+ 3,1 bc

T3 3192+1,3c

T4 27,08+ 1,4c

T7 2,83+1,2a

T8 9,17+1,1ab

T9 20,33 11,7 bc
T10 8,67 +0,7 ab

Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas seglin el Test de Medias para

una probabilidad de 0,05.

Macroscopicamente se observo que las colonias de D. feres que crecieron expuestas

a los metabolitos volatiles de Trichoderma spp. mostraron albinizacion (Figuras 16 y 17).
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T0 T2 T3 T4 T9 Testigo

Figura 16: Aspecto de los cultivos de D. teres enfrentados con los distintos aislamientos de

Trichoderma spp.

TO T9 T2 Testigo

Figura 17. Detalle del micelio de D. teres en contacto con los volatiles de Trichoderma spp.

Las observaciones microscopicas de D. feres evidenciaron vacuolizacién, micelio

debilitado y paredes muy finas con respecto a lo observado en los testigos (Figura 18).

Figura 18: Efectos de los VOCs liberados por Trichoderma spp. A) Tratamiento testigo (D. teres
A). B): micelio debilitado, sin coloracion caracteristica y vacuolizacion en las hifas de D. feres A.

expuestas a los VOCs.
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3.3.4.2. Extraccion de los VOCs

Cuando se analizé el espectro CG-MS de VOCs de D. teres, se observaron bajos

valores y perfiles poco reconocibles, que no aportaron informacion significativa.
Por otro lado, en los perfiles CG-MS de los VOCs liberados por los aislamientos de
Trichoderma spp. (Grafico 5), se observo que si bien 7. longibrachiatum TO, T. harzianum
T3 y T8 mostraron cierta variabilidad en la proporcion de VOCs emitidos, los compuestos
fueron similares en los tres aislamientos. Entre ellos se encontraban la 3-octanona, el 1-
octen-3-ol y algunos sesquiterpenos, ademas TO y T8 compartian compuestos como el 2-
metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol. La composicion de los VOCs
liberados por los 3 aislamientos de Trichoderma spp. (Tabla 3) fue similar a la encontrada
en la confrontacion de ellos con el patdogeno. Sin embargo, algunos compuestos como los
alcoholes liberados por el biocontrolador en cultivo monoespecifico, aparecieron como
ésteres de acido acético en los cultivos confrontados. Por este motivo, se necesitaran
estudios complementarios ademas del andlisis de VOCs, para corroborar si se producen
cambios en rutas metabdlicas cuando Trichoderma spp. se expone al patogeno.

Con respecto a la abundancia relativa de los VOCs liberados se evidencidé que TO
produjo mas que T3 y T8 y que D. teres tanto en el cultivo monoespecifico como en la
confrontacion con el patdgeno (Tabla 4)

El andlisis cualitativo de los espectros mostrd que los principales grupos de
compuestos encontrados fueron los sesquiterpenos, seguidos de diterpenos, terpenoides y
compuestos de 8 carbonos.

Ademas se observd que la presencia de D. teres estimul6 la produccion de VOCs en
los antagonistas. El aislamiento TO gener6 2.4 veces mas VOCs en confrontacion con el
patogeno que cuando se lo cultivo solo. Lo mismo ocurrio con T3 (1.8 veces mas) y con T8
(1 vez mas) en confrontaciébn con D. teres, comparado con lo liberado en cultivos

monoespecificos.
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Grafico 5: Perfiles CG-MS de los VOCs liberados por los tres aislamientos de Trichoderma spp.
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Tabla 3: Identificacion de los VOCs liberados por Trichoderma spp. El nimero de picos

corresponde al indicado en el perfil de TO del grafico 5. KI Kovats Index.

Numero de pico | Kl Compuesto

1 613 | 2 - metil - 1 - propanol
2 659 | 2 - Pentenona
3 679 | 3 - Hidroxi - 2 - butanona
4 705 | 3 - metil - 1 - butanol
5 709 | 2 - metil - 1 - butanol
6 777 | 2,3-Butanodiol
7 975|1-0Octen-3-ol
8 985 | 3-Octenona
9 992 | 3 - Octanol

11 1100 | Undecano

12 1112 | 2-Feniletanol

13 1186 | Naftalina

14 1364 | No identificado

15 1396 | Alfa-Cedreno

16 1425 | Acora-2,4-dieno

17 1431 | Betha-Cedrene

18 1488 | Acoradieno

19 1502 | Alfa-Cuprenene

19 1504 | Alfa bisaboleno

19 1508 | Betha-bisaboleno

19 1525 | Betha -Alaskeno

19 1532 | Betha -Sesquiphellandreno

20 1546 | Alfa-Longipineno

21 1569 | Nerolidol

22 1683 | Tricho-acorenol

23 1707 | Acorenona

24 1757 | No identificado

25 1984 | Cembreno

26 2014 | Verticiol

27 2045 | No identificado

28 2383 | Pimara- 7,15 - dien-3 - ona
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Tabla 4: Cantidad de VOCs emitidos por TO en relacion a lo que emite T3, T8 y D. teres A. cuando

se encuentra solo (cultivo monoespecifico) y en cultivos enfrentados con D. teres A.

TO en relacion a

TO en relacidon a

TO en relacidon a

T3 T8 D. teres
Cultivos monoespecificos 2 3,5 5
Cultivos enfrentados 5 7,9 -

3.4. Discusion

En las interacciones en cultivo dual para los aislamientos 7. harzianum T2, T3 y T4,
se observd sobrecrecimiento y supresividad, resultados similares a los reportados por
Shalini et al. (2006) y Atasanova et al. (2013). Estos autores encontraron que 7richoderma
spp. ejercia este mecanismo sobre Rhizoctonia solani, cubriendo con gran velocidad al
patogeno y esporulando sobre él, expresando estrategias de depredacion (muerte inmediata
y consumicidn) y parasitismo. Atasanova et al. (2013) también registraron reaccion neutral
con signos de micoparasitismo débil de 7. reesei contra R. solani, similar a lo encontrado
en nuestro trabajo con los aislamientos 7. harzianum T7, T8 y T10. La estrategia de
antagonismo de 7. longibrachiatum TO coincidio con los resultados de Sreenivasaprasad &
Manibhushanrao (1990), donde se evidencié una zona de inhibicion de 3 a 4 mm de T.
longibrachiatum contra R. solani y Pythium aphanidermatum, lo que sugiere la difusion de
metabolitos fungistaticos no volatiles al medio.

Las observaciones microscopicas de las confrontaciones con los aislamientos 7.
harzianum T3 y T. longibrachiatum TO mostraron signos de micoparasitismo por coiling,
coincidiendo con las encontradas en la interaccion entre 7. harzianum - Sclerotium rolfsii y
T. longibrachiatum - R. solani (Elad et al., 1983; Sreenivasaprasad & Manibhushanrao,
1990). También lo observado en los aislamientos T2, T4, T8, T9 y T10 fue similar a lo
reportado por Sanchez et al. (2007), donde no registraron coiling pero si la pérdida de la
presion de turgencia de las hifas de Thielaviopsis paradoxa por T. longibrachiatum, lo que
supone la liberacion de enzimas celuloliticas y quitinoliticas por parte del antagonista.

El mayor componente de la pigmentacion anaranjada observada en la zona de

interaccion de ambos microorganismos, se identifico como 1,4,6,8-tetrahidroxi-3-
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metilantraquinona, que corresponde a una catenarina. Engstrom et al. (1993) determinaron
la misma estructura quimica en los pigmentos liberados por D. teres, D. graminea, D.
tritici-repentis, D. phlei y D. dictyoides, separando este compuesto de otros dos mas,
obtenidos de D. avenae y Bipolaris sorokiniana identificados como helmintosporin y
cynodontin respectivamente. Se ha reportado que la catenarina posee propiedades
antibidticas contra bacterias Gram-positivas (Engstrom et al., 1993), e inhibitorias del
crecimiento de varios hongos como Epicoccum nigrum, Penicillium janczewinki,
Gaeumannomyces graminis, Phaeosphaeria nodorum, entre otros. Estos son representantes
de especies comunmente acompanantes de la fase saprofitica de D. tritici-
repentis/Pyrenophora tritici-repentis (Wakulinski et al., 2003; Bouras & Strelkov, 2008).
Estos autores probaron también la eficiencia de este compuesto en el control del
crecimiento de 7. harzianum, aunque con muy baja efectividad. Estos resultados coinciden
con los aqui encontrados, dado que el pigmento ejercid un efecto fungistatico por un
periodo muy breve, y pasado el mismo, no fue suficiente para inhibir el crecimiento de
Trichoderma spp.

Nuestras observaciones constituyen el primer registro e identificacion de 1,4,6,8-
tetrahidroxi-3-metilantraquinona en D. feres durante la confrontacion con Trichoderma
spp., aportando un nuevo conocimiento en la caracterizacioén de la interaccion de dichos
microorganismos, y un punto de partida para futuras investigaciones en el manejo de este
patdgeno.

La aplicacién de la microscopia confocal demostré que el pigmento que produjo
autofluorescencia en las vesiculas citoplasmaticas de D. feres, es el mismo generado en la
zona de interaccion de ambos microorganismos. También a través de esta técnica se pudo
corroborar que el pigmento autofluorescente solamente se forma en la interaccion y que no
es igual al que presenta 7. longibrachiatum (T0), ya que la sefal detectada fue distinta. La
identificacion de estos fluordforos, podria permitir el estudio de la correlacion entre la
fluorescencia emitida por el patdogeno, con su susceptibilidad al efecto de Trichoderma spp.
y aportar informacidn sobre la naturaleza de la interaccion a nivel celular y bioquimico.

En la naturaleza, los VOCs liberados por Trichoderma spp. cumplen funciones de
mediacion en las interacciones entre el hongo y el medio ambiente circundante, incluyendo

otros microorganismos y las raices de las plantas (Wheatly, 2002). Estos compuestos
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pueden ejercer efectos de promocion del crecimiento y generacion de resistencia sistémica
por parte de las plantas (Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008b) Los resultados obtenidos
por la técnica de los cultivos enfrentados reveld que los VOCs liberados por los diferentes
aislamientos de Trichoderma spp. inhibieron el crecimiento de D. teres e indujeron la
produccion de micelios albinos. Estos resultados coinciden con los encontrados por
diversos autores en confrontacion con Fusarium graminearum, F. moniliforme, F.
oxysporum, R. solani, Macrophomina phaseoli, Phytophthora cactorum y Aspergillus
flavus, (Calistru et al., 1997; Hajieghrari et al., 2008; Sanchez et al., 2015). Las
observaciones al microscopio optico de los efectos de los VOCs de Trichoderma spp. sobre
D. teres, mostraron hifas con paredes finas y sin melanina, al igual que lo observado en los
cultivos duales con algunos aislamientos de Trichoderma spp. Se ha reportado que las
melaninas le confieren a los hongos (especialmente dematiaceos) propiedades de resistencia
ante factores de estrés ambiental, como la energia radiante, pérdida de agua y temperaturas
extremas (Bell & Wheeler, 1986; Butler & Day, 1998). También estan relacionadas con la
virulencia y/o la patogénesis de muchos hongos (Jacobson, 2000). Una de sus principales
funciones probablemente es proteger a las paredes celulares de la accion de enzimas
hidroliticas liberadas por el hospedante y por los microorganismos antagonistas (Bell &
Wheeler, 1986; Jacobson, 2000). De esta manera, los VOCs de Trichoderma spp. actuarian
debilitando las paredes celulares de D. teres para su posterior ataque con enzimas
hidroliticas. Ademas, los VOCs estarian afectando la supervivencia del patdgeno dejandolo
mas susceptible a los estreses ambientales.

Los espectros CG-MS obtenidos para Trichoderma spp., si bien no fueron idénticos
entre si en cuanto a la abundancia de cada elemento, mostraron similitudes en su
composicion, presentando al menos tres grandes grupos de compuestos: los sesquiterpenos,
los monoterpenos y los compuestos llamados de 8 carbonos (C8). Estos perfiles, en especial
el de TO fueron muy similares a los encontrados por Stoppacher et al. (2010) para T. virens,
donde la mayoria de los VOCs liberados pertenecen al grupo de los sesquiterpenos,
siguiéndole los compuestos C8 y luego los monoterpenos. Uno de los primeros compuestos
volatiles con actividad antifungica aislado de especies de Trichoderma fue el 6-pentil-a-
pirona (6PP) (Collins & Halim, 1972). Este compuesto es el responsable del “olor a coco”

asociado con ciertas especies de este antagonista. No presenta toxicidad y fue sintetizado
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como aromatizante con propdsitos industriales antes de ser descubierto como producto
natural. Se ha reportado que la 6PP inhibi6 el crecimiento de hongos fitopatdogenos como R.
solani, Botrytis cinerea y especies de Fusarium (Denis & Webster, 1971). Bajo las
condiciones ensayadas en nuestro estudio, no se registrd liberacion de 6PP en ninguno de
los aislamientos. Dado que la produccion de VOCs por Trichoderma spp. en general es
dependiente de los factores medioambientales, las fuentes de carbono y de los
microorganismos con los que interactia (Zeilinger & Schuhmacher, 2013), habria que
continuar realizando ensayos con diferentes modificaciones en las condiciones de cultivo
para confirmar si los aislamientos probados producen 6PP.

Varios estudios muestran el potencial bioldgico de los sesquiterpenos como
responsables en la supresividad del crecimiento y desarrollo de microorganismos
competidores por espacio y/o nutrientes y la funcion que cumplen en la autoregulacion del
crecimiento (Hubbel et al., 1983; Minerdi et al., 2011; Polizzi et al., 2011). Diversos
autores sugieren que el modo de accion de los sesquiterpenos radica en la toxicidad causada
por pérdida de control osmoético en las membranas celulares, ya que en su mayoria son
compuestos lipofilicos (Inoue et al., 2004). Otros sefialan que éstos facilitan el pasaje de
toxinas a través de las membranas, actuando como solventes (Kramer & Abraham, 2012).
Algunos de los sesquiterpenos encontrados en este trabajo como trichoacorenol y
acorenona coinciden con los obtenidos por Citron et al. (2011) en T. harzianum, T.
longibrachiatum y T. viride. También los compuestos, o-cuprenene y cupanere fueron
observados por Polizzi et al. (2011) en Penicillium decumbens. El sesquiterpeno p-
bisabolene presente en este estudio también fue encontrado por Stoppacher et al. (2010)
quienes lo reportaron por primera vez para el género Trichoderma spp.

Los compuestos volatiles de ocho carbonos (C8) son elementos muy importantes,
encargados de darles el sabor y el olor a las setas. Representan del 44,3% al 97,6% del total
de la fraccion volatil, dependiendo del método de extraccion utilizado. Entre éstos el VOC
l-octen-3-0l es el més abundante (Combet et al., 2006). En este trabajo, entre los
compuestos de 8 carbonos obtenidos de los tres aislamientos, se registraron: 1-octen-3-ol;
3-octenona; 3-octanol. Los resultados coinciden con los encontrados por Nemcovic et al.
(2008) y Herrero-Garcia et al. (2011) quienes demostraron que éstos inducen la conidiacion

en hongos y autoinhiben el crecimiento dependiendo de la densidad celular. Ademas se ha
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reportado el efecto de 1-octen-3-ol como activador de genes de defensa en Arabidopsis
thaliana. Cuando esta planta se expuso a su atmosfera, se activo la proteccion contra el
ataque de B. cinerea (Kishimoto et al., 2007).

Entre los alcoholes liberados por los aislamientos TO y T8 se encuentra el 2-metil-1-
butanol, que también fue hallado en 7. atroviridae, T. viride y T. pseudokoningii. Estos
alcoholes también se los hallaron inhibiendo el crecimiento micelial y sintesis de proteinas
de hongos descomponedores de la madera (Humphris et al., 2002).

Los resultados aqui presentados permitieron identificar diferencias en el modo de
accion y en el grado de control de Trichoderma spp. contra D. teres. El aislamiento T3 fue
el que presentd mayor porcentaje de inhibicion micelial en cultivos duales y mediante
liberacion de VOCs. Los aislamientos 7. longibrachiatum TO, T. harzianum T2, T4 y T9
presentaron porcentajes altos de inhibicidon micelial con ambas metodologias aunque fueron
algo menores que 7. harzianum T3. Por otro lado, los aislamientos 7. harzianum T7, T8 y
T10 fueron los que menos control ejercieron sobre D. teres. Esto también se corresponde
con lo encontrado en la cuantificacion de los VOCs de TO, T3 y T8, en los que se observd
que TO y T3 fueron los que mas VOC:s liberaron en comparacién con T8.

Esta primera aproximacién en el estudio in vitro de las interacciones, sirvio para detectar
los aislamientos de Trichoderma spp. que presentaron mayores potenciales de biocontrol y
seleccionar los que luego se probaron en ensayos in vivo. Ademads, se identificaron
compuestos liposolubles como catenarinas y compuestos volatiles que poseen actividades

fungistaticas reconocidas.
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4.1. Introduccion

4.1.1. Efecto de Trichoderma spp. sobre tejidos vegetales vivos

La influencia positiva de Trichoderma spp. en las plantas estd asociada a la
generacion de respuestas de defensa contra organismos fitopatdgenos, a la mejor adaptacion
a los estreses abidticos, mayor solubilidad de nutrientes, estimulacioén del crecimiento, el
refuerzo en la fotosintesis y regulacion de la arquitectura del sistema radicular (Yedida et
al., 2001; Contreras-Cornejo et al., 2009; Mastouri et al., 2010; Shoresh et al., 2010; Salas-
Marina et al., 2011). La influencia de Trichoderma spp. en la arquitectura radicular es muy
importante ya que un cambio en la misma puede optimizar la absorcion de agua y
nutrientes del suelo, minimizando el impacto negativo causado por factores bioticos y
abidticos.

Las raices de las plantas liberan compuestos tales como azlcares, lipidos, acidos
organicos y aminoacidos que atraen a los microorganismos simbiontes, como 7richoderma
spp. Estos colonizan la raiz e incrementan su capacidad de absorcion a través de la
induccion en la produccion de pelos radiculares y raices secundarias. La colonizacién de las
raices desencadena la emision de sefiales difusibles tales como el 4acido jasmonico (AJ),
acido salicilico (AS) y compuestos volatiles que producen un incremento en la fotosintesis,
activan respuestas de defensa y confieren proteccion contra estreses abidticos en diferentes
partes de la planta (Harman, 2006, 2011a).

La promocion en el crecimiento de las plantas por Trichoderma spp., puede deberse
no solo a un mejoramiento del sistema radicular, sino también a que facilita la hidrdlisis de
celulosa del suelo. Asimismo es capaz de liberar sustancias, como los compuestos
quelantes, que aumentan la disponibilidad de nutrientes en las plantas dando como
resultado un incremento de la biomasa vegetal. De esta manera Trichoderma spp. favorece
la nutricion de las plantas generando una absorcion mas eficiente de nutrientes. Esto podria
conducir a una modificacién en las practicas de manejo hacia una disminuciéon y uso mas
racional de fertilizantes (Contreras-Cornejo et al., 2013).

Un factor comuin que afecta negativamente a las plantas bajo condiciones de estrés
es la acumulacion de especies reactivas del oxigeno que son toxicas y dan como resultado

una mayor concentracion de peroxidos lipidos. Se ha reportado que tratamientos de
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semillas de tomate con 7. harzianum redujeron la acumulacion de perdxidos lipidos en las
plantulas (Mastouri ef al., 2010).

La resistencia al estrés y probablemente el aumento en la eficiencia fotosintética,
podria deberse a que Trichoderma spp. mejora el estado rédox de las plantas, optimizando
la conversion por parte de estas, a través de diferentes vias, del glutation oxidado y el

ascorbato a la forma reducida (Mittler, 2002; Mastouri et al., 2010).

4.1.2. Respuestas de defensa inducidas por Trichoderma spp. en las plantas.

Las plantas cultivadas, tratadas con diferentes aislamientos de 7richoderma spp.,
pueden experimentar cambios fisicos y bioquimicos relacionados a las respuestas de
defensa. Las reacciones fisicas pueden incluir deposicion de calosa, engrosamiento de
paredes celulares y la formacion de tilides en los vasos del xilema (Bolton, 2009). Por otro
lado, las respuestas bioquimicas incluyen la acumulacién local o sistémica de especies
reactivas de oxigeno, asi como un aumento en la sintesis de moléculas marcadoras de
respuestas de defensa como las fitoalexinas y proteinas PR (relacionadas a la
patogenicidad) (Bolton, 2009; Harman et al., 2012). La interaccion de las moléculas
sefializadoras o elicitores liberados por Trichoderma con los receptores de las plantas,
puede determinar su adhesion y reconocimiento e inducir las respuestas de defensa. Los
elicitores incluyen metabolitos secundarios, enzimas como: serin proteasas, xilanasas,
celulasas, quitinasas o glucanasas, y componentes de la pared celular del hongo y de las
plantas (Sriram et al., 2009; Loépez-Mondéjar et al., 2011). Algunos inductores de
Trichoderma pueden generar cambios en las plantas similares a los productos de genes de
avirulencia y/o a patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs), también
conocidos como patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs). El reconocimiento
de los elicitores por parte de los receptores de las plantas conlleva una rapida activacion de
canales 10nicos y una despolarizacion de la membrana plasmatica de las células vegetales.
Durante la despolarizacion se acumulan especies reactivas del oxigeno en las células y se
producen rapidos cambios de pH (Vinale et al., 2008 b). Los tratamientos con Trichoderma
spp. provocan la sintesis y acumulacion de enzimas, metabolitos secundarios y moléculas
sefales, incluyendo el AJ , ET y AS. Estas vias de sefalizacion estan asociadas a la

induccién de factores de transcripcion de genes involucrados con la patogénesis. La
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expresion de estos genes incluye enzimas de la biosintesis de moléculas sefial y compuestos
antimicrobianos (Djonovic” ef al., 2000).

La inmunidad inducida por las plantas puede ser clasificada como resistencia
sistémica inducida (RSI) o resistencia sistémica adquirida (RSA), que con frecuencia son
fenotipicamente similares (Perazzolli et al., 2008; Mathys et al., 2012). Estos dos tipos de
inmunidad se examinaron en Arabidopsis thaliana como planta modelo. Salas-Marina et al.
(2011) demostraron que la RSA sobre todo, podria ser activada mediante la exposicion de
la planta a microorganismos patdgenos biotroficos y hemibiotréficos, asi como también a
microorganismos no patogenos. Este tipo de resistencia esta tipicamente correlacionada con
la acumulaciéon endogena de AS como elicitor y puede ir acompafiada de una reaccion de
hipersensibilidad, lesiones necroticas o fitotoxicidad en las plantas (Karolev et al., 2008;
Sriram et al., 2009). La RSI est4 relacionada a microorganismos no patéogenos como las
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas, (PGPR) y también a organismos
necrotrofos o insectos herbivoros (Figura 1). Las vias reguladas por AJ y ET juegan un rol
crucial en este tipo de activacion de resistencia de la plantas. Segln varios autores, muchos
aislamientos de Trichoderma spp., son capaces de provocar la sintesis de AJ y de ET
implicada en el desarrollo de RSI (Contreras-Cornejo et al., 2011; Hermosa et al., 2012).
Por otro lado, otros estudios demostraron que 7richoderma spp. puede inducir cambios
bioquimicos y moleculares en las plantas, caracteristicos de la RSA, especialmente
asociados con la expresion de proteinas (Hermosa et al., 2012; Mathys et al., 2012). La
induccion de AS, ET y AJ por Trichoderma spp. en una misma planta, indica la presencia
de mecanismos alternos de induccién de resistencia y una red compleja de sefiales que
conectan respuestas de RSA y RSI, en funcion de la especie de la planta, de los
aislamientos de Trichoderma spp. utilizados y del patdégeno contra el que es dirigida dicha
respuesta (Karolev et al., 2008). Se cree que el empleo de aislamientos de Trichoderma
spp. puede potenciar las reacciones naturales de defensa de las plantas, como RSI y RSA y

asegurar un mejor rendimiento en respuesta a un amplio espectro de patdgenos.
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Figura 1: Vias de induccion de respuestas fisicas y bioquimicas de defensa en las plantas por accion

de Trichoderma spp.

4.1.3. El uso de Trichoderma spp. en el biocontrol

Diversos estudios a nivel mundial, citan el empleo de Trichoderma spp. para el
control de fitopatdogenos en cultivos horticolas y ornamentales (Coley-Smith, 1991; Clavijo
& Cotes 1998; Wolcan et al., 1998; Lewis & Lumsden, 2001; Monaco et al., 2006;
Aquino-Martinez 2008; Pill et al., 2009; Cuellas & Fernadndez 2012). Algunos trabajos
también tratan el estudio de los mismos para el control de patégenos en cereales. Como
ejemplos podemos citar a Reyes et al. (2008), quienes evaluaron la actividad de varios
aislamientos de Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia spp. en cultivos de arroz en Cuba, y a
Warren et al. (2005), quienes probaron en el sur de Australia la eficiencia de Trichoderma
koningii y formulados comerciales sobre Gaeumannomyces graminis var. tritici, Pythium

spp., Rhizoctonia solani y Fusarium spp. en cultivos de trigo y cebada.
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En la Argentina, investigaciones previas con Trichoderma spp. para el control de
patdgenos en trigo, han mostrado resultados exitosos en su control en el filoplano (Perelld
et al., 2003; Cordo et al., 2007; Dal Bello et al., 2008; Stocco et al., 2016) y en semilla
(Moénaco et al., 2004)

4.1.4. Trichoderma spp. como agente de biocontrol en tratamientos de semilla

Trichoderma spp. es uno de los géneros de hongos utilizados para el control
biologico, que probablemente ha recibido la mayor atencion para el tratamiento en semillas
(Taylor et al., 1994; McQuilken et al., 1998). Las diferentes especies estudiadas se aplican
a las semillas como conidios o clamidosporas que se vuelven activas antes de la interaccion
con el patdogeno. Para que el tratamiento sea eficiente el agente debe persistir sobre la
semilla (espermoplano) o el area que rodea la semilla (espermoésfera) en cantidad suficiente
para protegerla en su germinacion (Harman, 2006; Neumann & Laing, 2006).

La técnica de suspension en un medio acuoso es un método comun para la
aplicacion de bioprotectores en semillas (Taylor & Harman, 1990) y consiste en la mezcla
de éste con un aglutinante acuoso. Se han empleado diversos aglutinantes que aumentan la
capacidad de proteccion de Trichoderma spp. contra microorganismos patogenos. Entre
estos se encuentran los geles tales como hidroxietil celulosa (Hadar et al., 1984), Pelgel (®
Nitragen) (Inbar et al., 1996), peliculas industriales de recubrimiento (adhesivo de acetato
de vinilo) (Cliquet & Scheffer, 1996), gelatina (Roberts et al., 2005) y mesocarpio del fruto
de Elaeis guineensis, la planta de donde se obtiene el aceite de palma
(Kanjanamaneesathian et al., 2003). Estos materiales aglutinantes o de revestimiento
pueden proporcionar una base alimenticia para Trichoderma.

Otra forma de incorporar Trichoderma efectivamente a las raices es mediante su
inmersion en suspensiones de conidios, con concentraciones conocidas, previo al
transplante o la siembra (Ahmed et al., 2003). De esta manera se asegura la colonizacion

del agente biocontrolador antes que la de los patogenos.

Con respecto al patdgeno, las principales fuentes de indculo de D. teres son los
restos culturales y las semillas infectados. Estas Gltimas cumplen un rol importante en la

supervivencia, diseminacion y foco de inicio de epidemias de mancha en red (Shipton et
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al., 1966; Piening, 1968; Jordan, 1981). Su tratamiento es clave para prevenir una

reintroduccion del patégeno principalmente en areas con rotacion de cultivos.
El objetivo del presente capitulo fue:

Evaluar in vivo los aislamientos de Trichoderma spp. probados en los ensayos in
vitro, a través de sus efectos como promotores del crecimiento y mediante su capacidad de
reducir la infeccion D. teres cuando se transmite de semillas a plantulas de cebada. Para
llevar a cabo este objetivo, se eligid la metodologia de inoculacion de Trichoderma spp. en

semilla.

4.2. Materiales y métodos

Ensayos in vive en sustrato estéril

Ensayo 1 Tratamientos ﬂ' ﬂ' Ensayo 2 Tratamientos
*Semillas + D. teres A + T, fongibrachiatum (T0) *Semillas + D. teres A + T fongibrachiatum (T7)
*Semillas + D. teres A + T. harzianum (12) *Semillas + D. teres A+ T. harzianum (18)
*Semillas + D. teres A+ T. harzignum {13) *Semillas + D. teres A+ T. harzignum {19)
*Semillas + D. teres A+ T, harzianum (14) *Semillas + D. teres A+ T, harzianum (T10)
Semillas + D, teres A (Testigo) Semillas + D. teres A (Testigo)

vIncidencia (%)

v'Severidad en Hojas y tallos (%)
v Clorofila {SPAD)

v'Peso seco aéreo y radicular {mg)

{

Seleccion de TG, T2, T3y T9 para
Ensayos in vivo en tierra

Ensayo 1 Tratamientos ﬂv ﬂv Ensayo 2 Tratamientos
«Semillas + D. teres A+ T longibrachiatum (TO) *Semillas + D. teres A + T. longibrachiatum (T0)
*Semillas + D. teres A+ T. harzianum (12) *Semillas + D. teres A + T harzianum (T2)
*Semillas + D. teres A+ T, harziagnum {T3) *Semillas + D. teres A + T. harzionum {T3)
«Semillas + D. teres A+ T, harzianum (19) *Semillas + D. teres A + T. harzianum (T9)
Semillas + D. teres A (Testigo) *Semillas + D. teres A (Testigo)

¥

Evaluacion de Incidencia, severidad en hojas y tallos, clorofila y peso seco aéreo y radicular.

Diagrama de flujos de la organizacion de los ensayos realizados en este capitulo.
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4.2.1. Ensayos de invernaculo en sustrato estéril

Para evaluar el comportamiento de los ocho aislamientos de Trichoderma spp. en
plantula, se realizaron dos ensayos en invernaculo en sustrato estéril (vermiculita) en los
que se probaron cuatro aislamientos por ensayo. Para cada uno de ellos se utilizé la misma
metodologia. Se emplearon semillas de la variedad Scarlett, susceptibles a D. teres, con
una infeccion natural de este patogeno del orden del 30%. El origen de las muestras fue la
localidad de Tres Arroyos.

El disefio experimental fue de bloques al azar, dos bloques por tratamiento y 5
tratamientos. Las semillas se sembraron en bandejas germinadoras o speedlings de 75
celdas individuales, siendo cada bandeja un bloque.

Debido a la escasa infeccion natural encontrada en las semillas, éstas fueron
inoculadas artificialmente con el aislamiento D. feres A. que ya habia sido testeado in vitro
mediante cultivo dual y cultivos enfrentados. Cada tratamiento consistié en semillas de
cebada infectadas artificialmente con el patdgeno mas el aislamiento de Trichoderma spp. a
testear. En el primer ensayo los tratamientos fueron: 7. longibrachiatum TO/ D. teres A, T.
harzianum T2/D. teres A, T. harzianum T3/D. teres Ay T. harzianum T4/D. teres A),
mientras que en el segundo ensayo se enfrentaron: 7. harzianum T7/ D. teres A, T.
harzianum T8/D. teres A, T. harzianum T9/D. teres A 'y T. harzianum T10/D. teres A).
Ambos ensayos incluyeron un testigo cada uno, que consistidé en semillas se cebada

infectadas solo con D. teres A.

4.2.1.1. Preparacion de los indculos

Trichoderma spp.

Todos los aislamientos de Trichoderma spp. se cultivaron en APG al 2% y se
incubaron 7 dias a 21 = 1 °C en fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Para preparar la
suspension de cada aislamiento, los conidios se recogieron inundando los cultivos con agua
destilada estéril y luego frotando la superficie del cultivo con una varilla de vidrio estéril.
Las suspensiones se filtraron a través de dos capas de gasa estéril y se ajustaron a una

concentracion de 1x108 conidios/ ml mediante el uso de un hematocitdmetro. A todas estas
88



Capitulo IV

suspensiones se les agregd ademas 2 ml de agar agua semisolido y una gota del tensioactivo

Tween 20.

Drechslera teres

El patégeno D. teres A, se cultivé en APG al 2% durante los 10 dias previos a la

siembra y se incub6 en estufa en oscuridad a temperatura de 23 °C.

4.2.1.2 Metodologia de inoculacion

Trichoderma spp.

Para evitar cualquier interaccion directa de D. teres-Trichoderma spp. sobre la
semilla, se emple6 el método por inundacion con el antagonista. En primer lugar, para
inducir la emergencia de las raices en las semillas de cebada, se desinfectaron con alcohol
al 70% e hipoclorito de sodio al 5% por 3 minutos y se sembraron en cajas de Petri con
APG. Se incubaron en camara climatizada a 21 £ 1 °C, con ciclos de 12 h luz y 12 h
oscuridad, durante 3 dias. Luego de la emision de las raices, se realizo la inoculacion. Para
esto, las semillas se sumergieron durante 30 min en la suspension de conidios de cada
aislamiento de Trichoderma spp. a probar (Figura 2). Se escurrieron y se dejaron secar
dentro de una placa de Petri estéril a una temperatura de 21 + 1 °C y en oscuridad, para
luego de 24 h sembrarlas en los speedlings. Las semillas testigo fueron sumergidas en agua

destilada estéril con 2 ml de agar agua semisolido y una gota de Tween 20.
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Figura 2: Metodologia de inundacion para la inoculacion con Trichoderma spp.

A) Semillas tratadas con el antagonista. B) Semillas testigo.

Drechslera teres

Para la inoculacién del patdgeno, se siguid la metodologia empleada por Istifadah &
Mc Gee (2006) con algunas modificaciones. Esta consistid en la incorporacion a la semilla,
previamente tratada con el antagonista, de una porcion de 5x5 mm de micelio activo de D.
teres A, crecido durante 10 dias en APG a 21+ 1 °C, con ciclos de 12 h luz y 12 h oscuridad

(Figura 3). Luego estas semillas fueron sembradas.

Figura 3: Inoculacion de D. feres A. sobre las semillas de cebada.

El primer ensayo se realiz6 en el mes de julio y el segundo en el mes de agosto con
temperaturas entre los 7 y 23 C° y humedad entre 79 a 98%. Cada uno tuvo una duracion de
23 dias. Se afiadio al sustrato por Unica vez, a los 10 dias de la siembra, una solucion de
Iml de KH2PO4 (IM), 2 ml de MgSO4 (IM), 5 ml de KNO3 (1M), 5 ml de Ca (NO3):
(1M) para suplir los requerimientos nutritivos de las plantulas. Se midieron las variables
relacionadas con la patogenicidad, como incidencia y severidad en hoja y en tallo y las
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involucradas en la promocion del crecimiento vegetal, como clorofila, peso seco aéreo y

radicular.

Patogenicidad: La evaluacion de la incidencia y severidad se registro visualmente e
in situ. Para la cuantificacion de la severidad se construyeron escalas visuales que
relacionaron la intensidad de la coloracion de la mancha con el porcentaje de area afectada.

Se realiz6 una escala para la cuantificacion en el tallo (Figura 4) y en la hoja (Figura 5).

0-15% 16-30% 31-60% 60-100%

Figura 4: Escala utilizada para medir severidad en tallo.
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0-20%  21-30% 31-40%  41-60%  61-100%

Figura 5: Escala utilizada para medir severidad en hoja.

Promocion del crecimiento: La clorofila se estimé mediante el medidor de clorofila
Minolta ® SPAD 502, en unidades SPAD. Se calcul6 el promedio de tres medidas de la
mitad superior de la segunda hoja de las plantulas de cebada.

El peso de raices y tallos se determiné a los 23 dias. Se removieron 40 plantulas por
bloque de cada tratamiento, se lavaron las raices y se pusieron a secar en estufa a 60 °C por

7 dias. Luego se pesaron y se registro su peso seco aéreo y radicular.

Anadlisis estadisticos: Los datos de incidencia se analizaron mediante Modelos
Lineales Generalizados Mixtos (MLGM) utilizando el software InfoStat version 2014 con
plataforma R dependiente de R-DCOM (Baier & Neuwirth, 2007). EIl modelo planteado

fue un Modelo Lineal Generalizado para datos Binarios con efectos fijos:

T(X)=a+px

donde m representa la variable incidencia de los tratamientos (x) y B el cambio de
probabilidad por unidad de x (tratamientos). La funcién de enlace utilizada por el modelo
para la familia de datos binomiales fue la funcién logit. Las medias se compararon

mediante la prueba DGC (Di Rienzo et al., 2002).
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Los valores correspondientes a la variable clorofila, severidad del tallo y de la hoja
se analizaron mediante el test no paramétrico de Friedman. Los datos de peso de raiz y
aéreo se analizaron mediante ANOVA vy test de LSD Fisher. Los andlisis se efectuaron

mediante el software InfoStat version 2011.

4.2.2. Ensayos de invernéaculo en tierra

De acuerdo a los datos obtenidos de los dos ensayos realizados previamente en las
pruebas in vitro y en sustrato estéril, se seleccionaron cuatro aislamientos de Trichoderma
spp. T. longibrachiatum (T0) y T. harzianum (T2, T3 y T9) para ser probados en tierra, bajo
condiciones de invernaculo. El sustrato utilizado fue “sustrato de germinacion” (50% de
compost, 40% de turba y 10% de perlita) el que permitiéo una buena retenciéon de agua,
buena aireacion y buen descalce de las raices de las plantulas cuando fueran retiradas para
la medicion de su peso seco.

Se realizdé un ensayo en el mes de julio con temperaturas entre 9 y 26 °C y una
media de humedad del 70%, y una repeticion en el mes de agosto con temperaturas entre
los 6 y 22°C y una media de humedad del 85%.

Se utilizaron las mismas semillas que en los ensayos en vermiculita. La metodologia
de inoculacion de los microorganismos, la siembra y las variables evaluadas, junto con el
disefio experimental también fueron los mismos que en los ensayos anteriores.

Los datos de incidencia se analizaron mediante MLGM, con el software InfoStat
version 2014 con plataforma R dependiente de R-DCOM (Baier & Neuwirth, 2007). El
modelo planteado fue el mismo que para los ensayos en sustrato estéril.

Las variables clorofila y porcentaje de severidad en el tallo y en la hoja se
analizaron mediante el test no paramétrico de Friedman, mientras que los datos de peso de
raiz y aéreo por ANOVA y test de LSD Fisher. Para todos los analisis se utilizo el

programa InfoStat version 2011.
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4.3. Resultados

4.3.1. Ensayos de invernaculo en sustrato estéril

Primer ensayo

Patogenicidad: Los valores de incidencia observados para el primer ensayo con los
tratamientos 7. longibrachiatum TO/D.t A., T. harzianumT2/ D.t A, T. harzianumT3/ D.t A
y T. harzianumT4/ D.t A fueron hasta un 30% menores que los observados para el testigo
(Tabla 1). La incidencia observada con todos los aislamientos de Trichoderma spp. mostrd
diferencias significativas respecto al testigo. Los resultados del modelo aplicado indicaron
que existe un efecto significativo de los tratamientos (F: 9,43 p= 0,0020).

Con respecto a la variable severidad del tallo, se observd que todos los tratamientos
gjercieron una disminucion significativa respecto al testigo (T: 22,13 p = 0,0001) aunque no
hubo diferencias entre ellos, controlando a D. feres entre 53,2 y 56 %. Los tratamientos
con T. longibrachiatum TO y T. harzianum T4 fueron los que presentaron menores valores
(Tabla 1). El proceso de infeccion del patdgeno proveniente de la semilla, se evidencio

principalmente en la primera hoja (Figura 6).

Tabla 1: Variables relacionadas a la patogenicidad: porcentaje promedio de incidencia y severidad

(Primer ensayo).

Tratamientos | Incidencia promedio (%) | Severidad del Tallo (%)
T2 63+3 a 8,4+0,74 a
T3 62+3 a 8,72+ 0,83 a
T4 65+3 a 8,15+0,75a
TO 64+3 a 8,26+0,74 a
Testigo 8712 b 18,6£1,07 b

Los valores se expresan en media + error estandar. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas para incidencia y severidad segun las pruebas DGC y Friedman-dms (p < 0.05),

respectivamente.
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Figura 6: Proceso de infeccion del patogeno proveniente de la semilla (izquierda). Sintomas de

“mancha en red” en las primeras hojas de las plantulas de cebada

Promocion del crecimiento: Para la variable clorofila, los tratamientos con
Trichoderma spp. mostraron diferencias significativas entre ellos (T: 23,8 p=0,0001)
presentando valores menores al testigo, excepto el tratamiento con T4 (Tabla 2). Si bien
este ultimo no se diferencid significativamente del control mostr6 una tendencia a un mayor
valor que éste.

En cuanto a la variable peso seco radicular, solo T3 y T4 mostraron valores
significativamente menores al testigo (F: 29,7 p= 0,0001). El tratamiento con T2 presentd
valores ligeramente mayores a éste mostrando la misma tendencia para la variable peso
seco aéreo. Para esta ultima variable, los demas aislamientos presentaron valores menores
respecto al testigo (F: 35,1 p=0,0001) (Tabla 2).

En este ensayo solo se registrd la severidad en el tallo, porque no se presentaron

manchas en las hojas.
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Tabla 2: Variables relacionadas a la promocion del crecimiento: clorofila, peso seco

radicular y aéreo (Primer ensayo).

Tratamientos | Clorofila (SPAD) | Peso seco raiz (mg) Peso seco aéreo (mg)
T2 17,31+ 0,26 a 34,76+ 0,87 ¢ 41,47+ 0,96 ¢
T3 18,13+ 0,29 b 26,93+ 0,64 a 32,37+ 0,77 a
T4 20,45+ 0,26 d 26,76+ 0,65 a 30,63+ 0,77 a
TO 19,76+ 0,23 ¢ 32,16+ 0,65 b 37,13+ 0,76 b
Testigo 19,91+ 0,50 cd 34,19+ 0,72 bc 41,18+ 0,95 ¢

Los valores se expresan en media + error estandar. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas segun la prueba LSD- Fisher (p < 0.05) para peso seco de raiz y aéreo; y segln la

prueba de (Friedman-dms) (p < 0.05) para clorofila.

Segundo ensayo

Patogenicidad: Para el segundo ensayo, los valores de incidencia observados con los
tratamientos 7. harzianumT7/D.t A., T. harzianum T8/ D.t A, T. harzianumT9/ Dt A y T.
harzianumT10/ D.t A fueron de hasta un 35 % menores que el testigo (Tabla 3). La
incidencia observada con todos los aislamientos de Trichoderma spp. mostro diferencias
significativas respecto al testigo. Los resultados del modelo aplicado indicaron un efecto
significativo de los tratamientos (F:=13,50 p= 0,0005).

Para la variable severidad en los tallos se observo que todos los tratamientos con
Trichoderma spp. se diferenciaron estadisticamente del testigo (T= 11,6 p=0,0001) siendo
T8 y T9 los que mostraron mayor disminucion de la severidad en los tallos, hasta un 55%
menos que el testigo. En hojas, para esta variable todos mostraron valores
significativamente menores que el testigo (T: 7,8 p= 0,0001) siendo T7, T9 y T10 los maés

efectivos, controlando hasta un 80% la severidad en hoja (Tabla 3).
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Tabla 3: Variables relacionadas a la patogenicidad: porcentaje promedio de incidencia y severidad

observada en tallo y hoja (Segundo ensayo).

Tratamientos | Incidencia promedio (%) | Severidad de Tallo ( %) | Severidad de Hoja (%)
T7 593 a 12,5+1,55ab 1,84+0,74 a

T8 54+3 a 8,09+£0,85a 6,94 £1,89 abc

T9 553 a 8,82+1,00 ab 3,09+1,14 ab
T10 71+3 b 12,67 +1,04c 3,44+1,24 ab
Testigo 83+t2 ¢ 17,28 +1,16d 13,23+2,42d

Los valores se expresan en media + error estandar. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas para la variable incidencia y para la variable severidad (p < 0.05), segun las pruebas

DGC y Friedman-dms, respectivamente.

Promocion del crecimiento: Con respecto a la clorofila todos los tratamientos
presentaron valores significativamente mayores al testigo (T: 5,02 p= 0,0006), siendo T7 el
que registro mayores valores de unidades SPAD, cercanos a 30 (Tabla 4).

Para la variable peso radicular, los tratamientos T9 y T10 mostraron los valores mas
altos, aunque no se diferenciaron estadisticamente del testigo (F: 2,58 p= 0,038). En la
evaluacion del peso seco aéreo con el aislamiento T9 se registraron los mayores pesos y

diferenciandose estadisticamente del resto (F: 4,37 p=0,0021) (Tabla 4).

Tabla 4: Variables relacionadas a la promocion del crecimiento: clorofila, peso seco radicular y

aéreo (Segundo ensayo).

Tratamiento | Clorofila (SPAD) | Peso seco raiz (mg) Peso seco aéreo (mg)
T7 28,48+ 0,76 ¢ 9,22 £ 0,60 ab 20,79+0,95 a
T8 279+0,51 ¢ 8,6+0,50a 21,3+0,84a
T9 27,2+0,37b 10,58+ 0,60 b 24,63+0,83 b
T10 27,3+0,42 bc 10,78 +0,50 b 21,43+0,85a
Testigo 25,5+0,60a 9,65+ 0,62 ab 19,93 +0,86 a

Los valores se expresan en media + error estandar. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas segiin LSD-Fisher, para peso seco radicular y aéreo, y segun la prueba Friedman-dms

(p <0.05) para clorofila.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en ambos ensayos, se puede concluir

que todos los aislamientos probados ejercieron una disminucion de la incidencia de D. feres
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de hasta un 35 %. La severidad en tallos disminuy6 hasta un 56% mientras que en hoja de
un 50 a 80%.

Respecto a la clorofila y los pesos registrados, los resultados fueron variables en
ambos ensayos. Los tratamientos T4 y T7 mostraron los valores mas altos de SPAD.

En las variables peso seco radicular y aéreo, T2 y T9 se destacaron registrando los
valores mas elevados para ambos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas realizadas tanto in vitro (Ver
capitulo III) como in vivo, se seleccionaron los aislamientos TO, T2, T3 y T9 para ser

probados en tierra bajo condiciones de invernaculo.

4.3.2. Ensayos de invernéaculo en tierra

Patogenicidad: Todos los aislamientos probados disminuyeron significativamente el
porcentaje de incidencia entre un 39 y un 55% respecto al testigo, en ambos ensayos,
siendo F: 14.78 p=0.0056 para el ensayo 1 y F: 9.88 p=0.0136 para el ensayo 2 (Tabla 5).

Con respecto a la variable severidad del tallo, todos los aislamientos presentaron
diferencias significativas respecto al testigo tanto en el ensayo 1 como en el 2 (T: 26,01 p=
0,0001) y (T: 3,61 p= 0,0064), respectivamente. Estos mostraron una disminucion entre el
50 y 77%. Para esta misma variable en la hoja se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos tanto en el ensayo 1 (T: 23,27 p =0,0001) como en el 2 (T: 16.30 p<
0.0001). El mayor control ejercido, para el ensayo 1 fue del 60% con el aislamiento TO, y
para el ensayo 2 fue de 70% con T2 y T3 (Tabla 5). La Figura 7 muestra el aspecto del

tratamiento testigo y del tratamiento con el aislamiento T3.

98



Capitulo IV

Tabla 5: Variables relacionadas con la patogenicidad: porcentaje promedio de incidencia y

severidad en tallo y hoja (Ensayos 1 y 2).

Tratamientos Porcentaje de incidencia Severidad del Tallo (%) Severidad de Hoja (%)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2
TO 44+43 42+5a 12,66+ 1,80 bc 10,8+1,94 ab |59+1,74 al17,5+29ab
T2 35+4a 48+5a 8,59+ 1,47 a 17,33+2,85bc [6,53+1,72 ab| 15,65+3 a
T3 37t4 a 42+5a 6,28+0,81 a 11,45+2,35ab [9,24+1,85 bc| 15,65+3 a
T9 47+ 4 a 47+5a 13,03+ 1,85 bc 8,2+ 1,58 a |12,81+2,44 d| 18,4+2,8ab
Testigo 77+4 b 82+4b 24,27+1,88 d 36,5+ 3,14 d |14,69+2,57 de| 51,75+4,4d

Los valores se expresan en media + error estandar. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas segun la prueba DGC (p < 0.05) para incidencia y segun la prueba Friedman-dms (p <
0.05) para las variables severidad del tallo y de la hoja.

Figura 7: Aspecto de las plantulas del tratamiento testigo (A) y del tratamiento con T3 (B)

Promocion del crecimiento: En cuanto a la variable clorofila, en el ensayo 1 todos
los tratamientos mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al testigo (T:
7,47 p=0,0001). El tratamiento que mostré los valores mas altos fue T0. En el ensayo 2, si
bien los tratamientos no presentaron diferencias significativas respecto al testigo (T: 1,64
p=0,16), los aislamientos TO, T2 y T3 mostraron los valores mas altos (Tabla 6).

Para las variables peso seco aéreo y radicular los tratamientos que presentaron los
valores mas altos fueron diferentes en cada ensayo. En el ensayo 1, el tratamiento con TO

fue el que mostrd los valores mas altos diferencidndose significativamente testigo (F: 3,29
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p=0,01) mientras que para el peso aéreo, si bien no se diferenciaron significativamente del
control (F: 8,01 p= 0,0001) el tratamiento con TO evidencid una tendencia hacia valores
mas altos que este. En el ensayo 2, para el peso seco radicular no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas respecto al testigo (F: 2,11 p=0,08), aunque el aislamiento
T3 fue el que mostro una tendencia hacia los mayores valores. En el peso aéreo también fue
T3 el que se destaco diferenciandose significativamente del testigo (F. 2,97 p=0,02) (Tabla
6).

Tabla 6: Variables relacionadas con la promocién del crecimiento: clorofila, peso seco de raiz y

aéreo (Ensayos 1y 2).

Tratamientos Clorofila (SPAD) Peso seco raiz (mg) Peso seco aéreo (mg)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2

T2 29,83+0,30 bc|32 £0,39 a | 34,7+1,2 a 12,5+1ab | 451+1,6 ab | 28,4+1,3ab

T3 28,85+0,29 b |31,94+0,37a| 34,2+1,5 a | 142+12b | 49,72 bc | 32,3+1,6b

T9 29,26 +0,76 bc|31,12+0,30a| 32,9+ 1,7 a | 12,5+1,2ab | 42,1+15 a | 254+1,5a

T0 29,86+0,51 ¢ |31,97+0,38a| 39+1,3 b | 9,7£0,79 a 53,1+15 c | 26,6+x1,3a

Testigo 27,44+0,52 a (31,33+0,30a| 33,9+1,2 a |12,7+1,3 ab| 52,8+2 ¢ 26,7+2,2a

Los valores se expresan en media + error estandar. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas seglin la prueba LSD- Fisher (p < 0.05) para las variables peso seco radicular y aéreo

y segun la prueba de Friedman-dms (p < 0.05) para clorofila.

El analisis de los resultados en conjunto muestra que para las variables relacionadas
con la patogenicidad todos los aislamientos probados en ensayos en tierra bajo condiciones
de invernaculo, disminuyeron la transmisién del patdégeno D. teres de semilla a plantula
entre un 40 y un 55%. En cuanto a la severidad ésta fue disminuida en un rango del 50 a
77% en tallos y del 15 a 70% en hojas. Los aislamientos TO y T3 fueron los que mostraron
mejores resultados para ambos ensayos.

Para las variables relacionadas con la promocion del crecimiento todos los
aislamientos manifestaron una tendencia hacia valores mas altos de clorofila (SPAD)
respecto al testigo, destacandose TO. Mientras que para las variables peso seco radicular y

aéreo T3 y TO fueron los que presentaron los mayores valores.
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4.4. Discusion

La conduccion de los ensayos en un sustrato estéril como vermiculita, se llevo a
cabo para analizar la respuesta de todos los aislamientos de Trichoderma spp. en un medio
donde no existe la competencia con otros microorganismos y solo puede haber interaccion
con la planta y el patdgeno. Teniendo en cuenta lo observado en estos ensayos y lo visto en
los capitulos I y III se seleccionaron los aislamientos TO, T2, T3 y T9 para ser probados en
plantulas en sustrato no estéril (tierra). Estos presentaron valores altos en el porcentaje de
inhibicién de D. feres en cultivo in vitro, mostraron bajos porcentajes de severidad en
plantula y exhibieron valores altos para el peso radicular y aéreo. Ademas T.
longibrachiatum TO fue seleccionado porque pertenece a un taxon diferente del resto de los
aislamientos y su respuesta bajo las mismas condiciones climéaticas podria ser distinta a la
de los demas.

De acuerdo con Bolton (2009) es de suma importancia que el mismo aislamiento
antagonista no solo confiera inmunidad a las plantas, sino que también estimule su
crecimiento, ya que la activacion de sus mecanismos de defensa puede disminuir su tasa de
crecimiento y desarrollo. Por tal motivo, en este estudio, las variables elegidas para evaluar
las respuestas de Trichoderma spp. contemplaron tanto aspectos fitosanitarios (porcentaje
de incidencia y severidad en hojas y tallos), como de promocioén del crecimiento (clorofila,
peso de raices y hojas).

Comparando las respuestas de los aislamientos antagonistas en ensayos en sustrato
estéril y en tierra, hubo ciertas diferencias en ambos para el mismo tratamiento y variable
medida. Los aislamientos TO y T3, que en sustrato estéril no presentaron los valores mas
bajos de severidad, si mostraron esta tendencia en los ensayos en tierra. Lo mismo ocurrid
con las variables peso radicular y aéreo, donde no se destacaron en sustrato estéril, pero si
lo hicieron en tierra, siendo T2 el que presentd mayores valores. Este comportamiento
desigual en los distintos sustratos podria estar relacionado con la microflora presente en la
tierra, que estimularia el crecimiento de estos antagonistas. De este modo TO y T3
producirian una colonizacion mas rapida de las raices ejerciendo mayores respuestas de
resistencia y promocion del crecimiento, comparadas con las encontradas en el sustrato
estéril en ausencia de competencia. Como se refirio en el capitulo III, la presencia de D.

teres estimul6 el crecimiento y liberacion de compuestos organicos volatiles (VOCs) en TO,
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T3 y T8. Existe bibliografia en la que se hace referencia a que la presencia de otros
microorganismos induce la activacion de genes relacionados con el parasitismo en 7.
atroviridae y con la competencia por la adquisicion mas rapida de nutrientes en 7. reesei
(Atasanova et al., 2013). También esta reportado que la presencia de quitina en el suelo
estimula la actividad antagonica de los microorganismos quitinoliticos como 7. harzianum
los cuales liberan enzimas capaces de degradar las paredes celulares de otros hongos
aumentando las respuestas de defensa en las plantas (Ahmed et al., 2003). Estos
mecanismos podrian estar operando en los aislamientos 7. longibrachiatum TO y T.
harzianum T3 y explicarian el comportamiento desigual observado en los dos sustratos.

Con respecto a la variable clorofila obtenida en los ensayos en ambos sustratos, se
encontrd que la mayoria de los aislamientos de Trichoderma spp. mostraron una tendencia
hacia valores mas altos respecto al testigo. Esto refleja un efecto vigorizante en las plantas
tratadas respecto a las no tratadas. Resultados similares fueron encontrados por Harman
(2000) en plantas de maiz tratadas con 7. harzianum T-22, quién observo que las que
provenian de semillas con T-22 eran mas verdes y mostraban mayores valores SPAD que
las no tratadas. Debido a que un aumento de verdor en el maiz est4 asociado a altos niveles
de nitrogeno, este autor realizd pruebas aplicando T-22 a semillas de maiz con diferentes
dosis de nitrogeno. Las plantas tratadas con T- 22 mostraron diferentes aumentos en el
contenido de clorofila dependientes de las dosis de nitrégeno, ademas de presentar mayores
rendimientos con las mismas dosis de nitrégeno que las plantas no tratadas. Esto indica que
los tratamientos con Trichoderma spp. mejoran la eficiencia en la captacion de nitroégeno lo
que puede llevar al empleo de este microorganismo, en practicas de manejo integrado, para
un uso mas racional y sustentable de los fertilizantes. Debido a que en el presente trabajo
no se abord¢ el estudio del contenido de clorofila en relacion con la calidad nutricional en
las plantulas de cebada, podria ser objeto de futuras investigaciones.

Si se realiza una comparacion de los dos ensayos diferidos en el tiempo realizados
en tierra, se puede observar que el segundo presenté mayores porcentajes de severidad de
mancha en red tanto en tallos como en hojas con respecto al primero. Esto podria deberse a
las bajas temperaturas y alta humedad que predominaron durante el mes de agosto, cuando
se realizo el segundo ensayo. Segin Carmona (2009) las condiciones Optimas para la
intensificacion en los niveles de infeccion se dan con temperaturas entre 15 y 25 °C y

humedad relativa mayor a 90%, condiciones similares a las presentes en nuestro estudio.
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Ademas el primer ensayo mostrd en general mayores valores de pesos aéreos y radiculares
que el segundo, debido también a las temperaturas mas calidas durante el mes de julio que
favorecieron un mayor desarrollo de las plantulas.

Con respecto a los tratamientos que se destacaron con mayores valores de pesos
aéreos y radiculares, hubo diferencias entre los dos ensayos en tierra. El aislamiento TO fue
el que mejor se comportd en el ensayo 1, mientras que el aislamiento T3 se destaco en el
ensayo 2. Estas diferencias podrian atribuirse también a que principalmente la temperatura
influy6 en el desarrollo de los aislamientos en cada ensayo. Durante el mes de julio, dentro
del invernaculo, la mayoria de los dias registraron temperaturas cercanas a los 26 °C, lo
que podria haber favorecido un mayor crecimiento y desarrollo de TO (7. longibrachiatum).
Como se menciond en el capitulo I, 7. longibrachiatum se caracteriza por crecer y
sobrevivir en temperaturas calidas por encima de los 35 °C y es mas comun de encontrarse
en ambientes tropicales que en climas templados (Samuels et al., 2012). Estas condiciones
podrian darle una ventaja a TO sobre T3 (7. harzianum) cuyas temperaturas Optimas de
crecimiento son algo menores (Chaverry & Samuels, 2003).

La méxima reduccion de la incidencia de mancha en red encontrada en nuestro
estudio, fue cercana al 60%. Valores similares fueron encontrados por Elad et al. (1980),
Lewis & Papavizas (1985) e Inbar et al. (1994) para el control de la incidencia del
“damping-off” con aislamientos de 7. harzianum en diferentes cultivos como poroto,
algodon, rabano y pimiento. Estos resultados junto con los encontrados en nuestro estudio
indican la eficacia de los tratamientos con Trichoderma spp. en el control fitosanitario.

Los mayores valores en la reduccion de los porcentajes de severidad encontrados en
nuestros ensayos con los aislamientos de Trichoderma spp estuvieron entre el 50 y 77%.
Valores similares para la severidad de la mancha de la hoja de trigo Zymoseptoria tritici
(Desm.) Quaedvl. & Crous fueron registrados por Cordo et al. (2007) y Stocco et al. (2016)
bajo condiciones de invernaculo, en plantas provenientes de semillas tratadas con
aislamientos nativos de 7. harzianum. También se reportaron valores similares en ensayos a
campo en la disminucion del porcentaje de severidad de D. tritici-repentis en hojas de trigo
(Perell6 et al., 2003) y en el porcentaje de infeccion de Alternaria alternata en semillas de
trigo (Monaco et al., 2004) utilizando aislamientos locales de 7. harzianum. Estos

resultados junto con los encontrados en nuestro estudio, remarcan la importancia en la
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seleccion de aislamientos nativos, con gran adaptacion a las condiciones agroecologicas del
cultivo que se quiere proteger.

Son conocidas las habilidades que posee Trichoderma spp. en la competencia
presente en la rizésfera. Segin Ahmad & Baker (1987) los organismos competentes en la
rizosfera, son aquellos capaces de colonizar la misma o la superficie de la raiz, cuando son
aplicados en la semilla o sobre otra fuente puntual al momento de la siembra en ausencia de
flujo de agua. De este modo, estos tienen la capacidad fisioldgica y genética de proliferar a
lo largo de la raiz y desarrollarse. Para asegurar el establecimiento y la supervivencia del
agente de biocontrol y a la vez lograr efectos antagénicos a largo plazo, se seleccion6 la
metodologia de inoculacion en semillas. Para los microorganismos que se transmiten por
semilla, como D. feres, el tratamiento de las mismas reduce tanto la cantidad de indculo por
semilla como el porcentaje de infeccion que se manifiesta en el cultivo (Neergaard, 1977).
De acuerdo con Harman (1992) esta es la metodologia més adecuada de aplicacion del
antagonista para cultivos de produccion extensiva, ya que de este modo, se asegura el
establecimiento y proteccion en todo el ciclo del cultivo. Diversos autores (Perell6 ef al.,
1997, Dal Bello et al., 2002; Stocco et al., 2009; Cordo et al., 2012) utilizaron la técnica de
aplicacion de Trichoderma spp. en semilla con resultados promisorios. Ademas, como
reportd Perelld et al. (1997, 2003), la habilidad de las especies de Trichoderma para
sobrevivir sobre la superficie de las hojas decrece rapidamente cuando es aplicada como
indculo aéreo.

La metodologia utilizada en nuestros ensayos para el tratamiento con 7richoderma
spp. en semilla, consistid6 en sumergir sus raices en las suspensiones de conidios de los
diferentes aislamientos, 24 h antes de la siembra. De este modo el antagonista puede lograr
una colonizacién efectiva en la raiz, evitando la competencia con la microflora del suelo y
con el patogeno D. teres, que fue inoculado sobre el episperma. De acuerdo con Harman
(1992), las primeras 12-24 h del tratamiento en semilla son cruciales en la colonizacién y
establecimiento del agente biocontrolador y pueden marcar la diferencia entre su éxito y su
fracaso. Durante el desarrollo de esta investigacion se realizaron varias técnicas y ensayos
en camara ¢ invernaculo, en los que se pusieron a punto y se probaron las eficiencias de
varias metodologias de inoculacion del patdogeno y del antagonista. Se notd que el agregado
de Trichoderma spp. en la semilla con sus raices ya germinadas presentd una tendencia

hacia mayores porcentajes de control del patégeno D. teres que los encontrados con la
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técnica del “pelleteado” sobre la semilla no germinada. Observaciones similares fueron
encontradas por Clavijo & Cotes (1998) quienes reportaron una mayor actividad
endoquitinasa en exudados y extractos de semillas pregerminadas en presencia y ausencia
del antagonista, que en los exudados y extractos de semillas no pregerminadas. Se podria
suponer entonces, y en concordancia con estos autores, que el tratamiento fisioldgico de
pregerminacion controlada y consecuente germinacion, estimularia significativamente la
actividad endoquitinolitica de las semillas. Esta metodologia de inoculacién ademds de
permitir una rapida colonizacion y establecimiento del antagonista en las raices, activaria
las enzimas propias de las semillas para una respuesta de defensa mas rapida ante el ataque
de agentes fitopatogenos.

Durante esta investigaciéon, no se encontraron semillas de cebada con altos
porcentajes de infeccion natural de D. feres. Por esta razdn el patogeno fue inoculado
artificialmente sobre la semilla, para asegurar una transmision efectiva hacia la plantula y
observable en condiciones de invernaculo. Es conocido y se ha reportado el rol
epidemioldgico de la semilla infectada en la introduccidn y posterior desarrollo de mancha
en red, sobre todo donde se implanta cebada por primera vez o donde se realiza la rotacion
de cultivos (Hamptom, 1980; Carmona et al., 2008). Piening (1968) establecid que lotes de
semillas con 1% de infeccion de D. teres podrian ser significativos en el posterior
desarrollo de la enfermedad. Jordan (1981) y Forcelini (1990) encontraron una alta
severidad de mancha en red en los cultivos implantados en campos en los cuales no se
habia sembrado cebada al menos por cuatro afios. Ante la falta de rastrojo, como fuente de
indculo, estos autores atribuyeron la severidad de la enfermedad al indculo proveniente de
la semilla. Carmona et al. (1999, 2008) determinaron que la tasa de transmision de D. teres
de semilla a plantula en condiciones de invernaculo es del 9%, mientras que en condiciones
de campo es del 20%. De acuerdo con Carmona ef al. (2004) aunque la transmision a la
plimula siempre es baja respecto a la infeccion de la semilla, la esporulacion en los
coleoptiles y plumulas podrian tener un importante rol en las epidemias de mancha en red a
campo. En dichas condiciones, la humedad relativa del canopeo, las corrientes de aire y las
salpicaduras de lluvia pueden acelerar el inicio de infecciones secundarias. Por esta razén
bajo condiciones de campo, el rol de la semilla infectada podria ser mucho mas importante

que en invernaculo. Serdn necesarios futuros estudios en condiciones de campo para
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determinar la eficiencia de los aislamientos de Trichoderma spp. en el control de D. teres
cuando es transmitido por semilla.

El control de D. teres en este caso estuvo mediado por una respuesta de defensa a
nivel bioquimico y/o fisiologico de la planta, ya que no hubo contacto directo entre el
antagonista aplicado en las raices y el patogeno proveniente de la semilla y establecido en
la parte aérea. Esta reportado que Trichoderma spp. produce elicitores capaces de provocar
respuestas de defensa en las plantas (Bolton, 2009; Harman et al., 2012). Estos elicitores
conformados por compuestos de bajo peso molecular, péptidos y proteinas, incluyen a la
enzima proteolitica serin-proteasa (Harman et al., 2004). Algunos autores (Segarra et al.,
2002; Cordo et al., 2007) atribuyen que el tratamiento con determinados aislamientos de 7.
harzianum produce una respuesta de resistencia sistémica inducida sobre la mancha de la
hoja de trigo, a través de elicitores como la serin-proteasa. Para complementar los
resultados de nuestros estudios realizados in vivo seran necesarias futuras investigaciones
tendientes a identificar los mecanismos bioquimicos de defensa en plantas de cebada

infectadas con D. teres y tratadas con Trichoderma spp.
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Conclusiones y Perspectivas

La “mancha en red” de la cebada es una enfermedad ocasionada por el patégeno
fungico Drechslera teres. Es importante en nuestro pais, ya que produce pérdidas en la
produccion del orden del 20% afectando el peso y nimero de granos y la calidad de malta
para la elaboracion de cerveza.

Las principales fuentes de indculo del patdégeno son los restos culturales y las
semillas de cebada infectadas. Es por esto que para evitar su propagacion y dispersion es
necesario priorizar su manejo. Entre las medidas tendientes a regular las poblaciones de los
microorganismos fitopatdogenos, teniendo en cuenta la sustentabilidad ecoldgica, se
encuentra el biocontrol. En el marco de la busqueda de estrategias sustentables para el
control de la “mancha en red” en la Argentina, el objetivo de la presente tesis fue realizar
estudios de biocontrol sobre el patdgeno D. teres con aislamientos nativos de Trichoderma
spp.

Para su desarrollo se plantearon los siguientes objetivos:

e Estudiar la interaccion in vitro entre Trichoderma spp. y D. teres, para contribuir al
conocimiento de los mecanismos bioldgicos que intervienen en la misma y su

potencial aplicacion para estudios de biocontrol.

e Determinar si los aislamientos de Trichoderma spp, probados in vitro, ejercen
control in vivo en la transmision del patdégeno D. teres de semillas a plantulas de
cebada.

A continuacién se expondran los principales aportes y las conclusiones de este
trabajo de tesis y las perspectivas futuras para la continuacion de esta linea de
investigacion.

Conclusiones

e Tanto la caracterizacion morfologica como molecular realizada en nuestro estudio

permitieron confirmar la naturaleza del agente fitopatogeno Drechslera teres y
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diferenciar a los aislamientos del antagonista Trichoderma spp. en dos grupos

taxonomicos: 7. harzianum'y T. longibrachiatum.

La evaluacion de la capacidad antagdnica in vitro mediante la confrontacion directa
de Trichoderma spp. con D. teres, permitid evidenciar que todos los aislamientos
inhibieron el crecimiento del patdégeno, siendo T3 el que presentd6 mayores valores

para las tres cepas probadas.

La técnica de confrontacion directa permitid detectar la presencia de un compuesto
pigmentado, con efecto fungistatico, generado por D. teres solamente en presencia

del antagonista.

Las observaciones microscopicas evidenciaron signos de micoparasitismo, con
coiling y micelio vacuolizado, sugiriendo que enzimas y metabolitos secundarios
estarian interviniendo en estas interacciones, facilitando la hidrolisis de las paredes

fingicas del fitopatdgeno.

La implementacion de las técnicas de microscopia confocal, espectrofluorometria y
cromatografia en capa fina (TLC) permitieron caracterizar el pigmento generado por

D. teres durante la confrontacion con Trichoderma spp.

A través del andlisis por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) y
resonancia magnética nuclear (NMR) se concluyd que al menos el compuesto de
mayor concentracion del pigmento era catenarina, un tipo de antraquinona con

reportadas propiedades antibidticas y antiflingicas.

A través de la técnica de los cultivos enfrentados se pudo no solo comprobar la
disminucion en el crecimiento y debilitamiento del micelio de D. fteres por los
compuestos organicos volatiles (VOCs) liberados por Trichoderma spp., sino

también distinguir diferencias en la capacidad antagonista de estos aislamientos.
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e La metodologia empleada para la extraccion de VOCs en la confrontacion de ambos
microorganismos, reportada por primera vez en nuestro trabajo, permitio evidenciar
que la presencia de D. teres estimul6d una mayor produccién de VOCs por parte del

antagonista Trichoderma spp.

e El andlisis cualitativo de los espectros de los VOCs liberados por Trichoderma spp.
evidencio que los principales grupos de compuestos encontrados fueron los
sesquiterpenos, diterpenos, terpenoides y compuestos de 8 carbonos, los cudles
poseen reportadas propiedades antifingicas y como inductores de resistencia en las

plantas.

e La realizacion de los ensayos in vivo, bajo condiciones de invernaculo, permitio la
comprobacion de los efectos observados por Trichoderma spp. en ensayos in vitro.
Se pudo concluir que los aislamientos antagonistas que mejor se comportaron in
vitro frente a D. teres, también lo hicieron cuando fueron probados en plantulas de

cebada con “mancha en red”.

e Se evidencid que algunos aislamientos de Trichoderma spp. mostraron una
tendencia hacia la promocion del crecimiento y vigorizacion de las plantulas de
cebada, lo que posiblemente confiere ventajas a las plantas y minimiza el impacto

negativo causado por factores bidticos y abidticos.

Por todo lo antes expuesto podemos concluir que los objetivos antes propuestos

fueron cumplidos.

Perspectivas

Los estudios in vitro llevados a cabo durante esta investigacion permitieron aportar
conocimiento sobre los mecanismos biologicos que intervienen en la interaccion
Trichoderma spp. - D. teres, temdtica aun no abordada en la Argentina. Ademads, se pudo

comprobar la eficiencia in vivo de aislamientos de Trichoderma spp. nativos probados in
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vitro, destacando la importancia en el empleo de microorganismos adaptados a las

condiciones agroecologicas del cultivo de cebada.

Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo han generado el planteo de
futuros estudios con miras a ampliar el conocimiento acerca de la utilizacion de
Trichoderma spp. como agente de control biologico de D. feres y otros fitopatdogenos en la

Argentina:

e Conociendo la gran variabilidad de caracteres bioquimicos y fisiologicos que existe
dentro del complejo de especies 7. harzianum, para llegar a una correcta
identificacion de los aislamientos y poder incorporarlos como agentes de control
biologico, deberan emplearse en conjunto mas de un marcador molecular y

caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas.

e Se plantea en un futuro indagar sobre la naturaleza de los compuestos liberados por
los microorganismos antagonistas en la confrontacion con D. teres ya que serian
muy utiles para ser empleados en la industria de productos fitosanitarios de origen

bioldgico.

e A partir de la deteccion del pigmento generado por D. teres durante la confrontacion
con Trichoderma spp. se plantea la realizacion de bioensayos para probar su
eficiencia en el control de otros fitopatdogenos, para su potencial uso en practicas

alternativas de manejo.

e La evaluacion de los diferentes VOCs en su capacidad de inhibir el crecimiento de
D. teres y otros fitopatdogenos, podria constituir una linea de investigacion relevante

para el control de enfermedades fingicas.

e Debido a que tanto la virulencia de las cepas patdgenas como las condiciones
medioambientales ejercen influencia directa sobre el patosistema estudiado, se

necesitaran futuros estudios a campo utilizando otras cepas de D. teres con
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diferentes virulencias, para probar la eficiencia de los antagonistas empleados en

nuestro trabajo.

Si bien se observo cierta tendencia de algunos aislamientos de Trichoderma spp.
hacia la promocion del crecimiento y vigorizacion, fue variable en los ensayos, por
esto serian necesarias mas pruebas bajo condiciones de invernaculo y a campo para

su confirmacion.
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