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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la capacidad biocontroladora de cepas
mejoradas de Trichoderma spp. obtenidas a través de fusion de protoplastos y aplicacion de
N-metil-N-nitro-N-Nitrosoguanidinio (NG) en cepas silvestres previamente caracterizadas
y seleccionadas por su buena capacidad biocontroladora en Rhizoctonia solani. Se evalud
su efecto in vitro a través de antagonismo directo en cultivos duales, metabolitos volatiles y
metabolitos difusibles en dos cepas de Rhizoctonia solani (509 (GA 2-1) y 618 (GA 4)).
Las pruebas de antagonismo se realizaron a la temperatura y pH optimo de crecimiento del
patogeno. Las cepas ThF 2-1, ThF 2-18, ThF 3-3, ThF 4-15 y la cepa ThF 5-8, presentaron
los mejores porcentajes de inhibicion. También se evalu6 la capacidad biocontroladora de
las cepas antes indicadas, bajo condiciones de invernadero en plantulas de tomate de los
cultivares 92.95 y Gondola susceptibles. En la prueba de inocuidad se evalu6 altura, peso
fresco y seco de las plantulas. Todas las cepas resultaron inocuas. Para evaluar la capacidad
biocontroladora, las cepas se aplicaron en forma de pellets de alginato de sodio (1,7 g
pellet/ L suelo) al suelo en macetas, previamente inoculado con el fitopatdogeno en suelo
estéril y se compararon con un tratamiento testigo (s6lo Rhizoctonia solani) y con un
tratamiento a base del fungicida pencycuron. Se evalud peso fresco y seco de las plantas,
cancrosis, desarrollo radical y mortalidad. La cepa mejorada ThF 4-15 fue el mejor agente
de biocontrol en el cultivar de tomate Goéndola, cuando se evalud el nivel de cancrosis
comparado con sus genotipos silvestres. En cuanto al desarrollo radical de las plantas los
tratamientos que incluyeron a las cepas mejoradas, no tuvieron diferencias. También se
estudio la viabilidad y sobrevivencia de las cepas bioantagonistas formulados como pellets
en dos suelos (Antumapu y La Palma) a tres temperaturas de almacenaje (22°C, 5°C y
temperatura ambiental de laboratorio (18,6-25°C)) determinandose su capacidad antagénica
sobre el fitopatdgeno a los 30, 60 y 90 dias, observandose que las cepas biocontroladoras se
mantuvieron viables en los suelos Antumapu y La Palma, al menos hasta los 90 dias a las
temperaturas estudiadas. Se determind también que ellos conservan su capacidad
antagonica.

Palabras Clave: Fusion de protoplastos, Control biologico, Bromuro de metilo



ABSTRACT

This work had the aim to determine the capacity of the improved biocontrol agents of
Trichoderma spp. obtained after treatment with protoplast fusion and aplication of N-
methyl-N-Nitrosoguanidine from parental strains previously characterized and selected by
its good capacity biocontroller. Dual culture direct antagonism, interaction of volatile and
diffusible metabolite against Rhizoctonia solani 509 and 618 were tested in vitro. Those
tests were done at optimums temperature and pH for pathogen growth. The ThF 2-1, ThF 2-
18, ThF 3-3, ThF 4-15 and ThF 5-8 strains presented a better control.

The best bioantagonists were tested for their effectivity under glasshouse conditions in
tomato plants cvs. 92.95 and Gondola, both susceptible to Rhizoctonia solani. The
innocuity test were evaluated height, fresh and dry weight from plants. All strains result
innocuous. Effectivity control of canker provocated by pathogen was also evaluated,
appliyng Trichoderma strains as alginate sodium pellets (1,7 g / L soil) to soil previously
phytopathogen inoculated and comparated with witness treatment (only R. solani) and with
fungicide treatment. The parameters were fresh and dry weight of plants, canker,
development roots and mortality. The improved agent ThF 4-15 was the best agent of
biocontrol on cultivar Goéndola, about canker that the parental strains. For root development
the treatments with mutants were not better between them. The viability of bioantagonistic
strains in two soils at 3 storage temperatures and antagonic capacity against phytopathogen
was also studied during 90 days. The number of CFU/ g soil and control against pathogen
were evaluated. The biocontrol stocks were viable in both soils, at least 120 days from its
inoculation at the studied temperatures and its characteristics of antagonism are conserved.

Key words: Protoplast fusion, Biological control, Methyl bromide
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El tomate es la especie horticola de mayor produccion en el mundo. Segln estadisticas de la
FAOQ, en el periodo 2003-2006 se cultivaron 4,49 millones de ha y su produccion promedio
fue de 123,79 millones de toneladas métricas (Mific, 2007). En Chile, el cultivo del tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) es uno de los méas importantes por sus niveles de consumo,
esto se traduce en altas superficies plantadas entre las Regiones I a X, ocupando una
superficie aproximada de 16.500 ha, concentrandose el fuerte de la produccién entre la V'y
VI Region (ODEPA, 2008).

Este cultivo, debido al monocultivo, es afectado por numerosos patdgenos, tales como
Fusarium sp., Alternaria sp., Phytophthora sp., Rhizoctonia solani (Kiihn), que pueden
causar caida de plantulas o “Damping-off”, dafio en raices, tallos y frutos (CORFO, 1990;
Agrios, 1996; Montealegre 2005). Rhizoctonia solani también puede atacar frutos de
tomate y pepino en contacto con suelo himedo infectado. La incidencia de pudricion de
frutos se ve favorecida con el monocultivo y alta densidad de plantacion, condiciones muy
utilizadas para la cosecha mecanica (Strashnov et al, 1985). Las pérdidas en rendimientos
en el cultivo del tomate causado por esta enfermedad pueden llegar al 20% (Rudich, citado
por Strashnov et al, 1985)

Rhizoctonia solani es uno de los hongos fitopatdgenos mas importantes del suelo. Este
hongo fue descrito por Julius Kiihn en 1858 sobre tubérculos de papa y se caracteriza por
ser un patégeno muy destructivo, versatil y altamente variable, por lo cual el concepto de
especie debe ser entendido en tal sentido. Rhizoctonia solani como especie presenta un
amplio rango de hospedantes, ya que afecta las raices, tallos tubérculos, cormos y otros
organos de las plantas que se desarrollan en el suelo (Agrios, 1996). Es un habitante comtin
de la mayoria de los suelos e inverna en forma de micelio melanizado o esclerocios en el
suelo distribuyéndose de manera heterogénea principalmente entre los primeros 15 a 20 cm
de profundidad (Sneh et al., 1991). También sobrevive en plantas perennes infectadas o en
organos de propagacion, tales como tubérculos de papa e incluso también puede
encontrarse en semillas. Rhizoctonia solani se disemina mediante el agua de lluvia 6 de
riego, suelo y a través de los organos infectados o contaminados (Agrios, 1996).

Es una especie que presenta cepas mas o menos emparentadas, dentro de la especie, estas se
diferencian de acuerdo a sus grupos de anastomosis (fusion de hifas que entran en contacto)
que pueden presentar. Los grupos de anastomosis se utilizan como criterio de
diferenciacion y clasificacion entre las cepas. Dentro de los grupos de anastomosis de
Rhizoctonia solani presentes en Chile en el cultivo del tomate, se ha determinado la
presencia de GA-4 y GA-2-1 (Montealegre ef al., 2003; Reyes, 2000).

El Bromuro de Metilo fue tradicionalmente usado en forma masiva en la agricultura, entre
70 y 80% del consumo mundial, como fumigante de suelos, antes del establecimiento de
semillas o plantas. El restante porcentaje corresponde a tratamientos cuarentenarios,
especificamente en la fumigacion de frutas, de bodegas de granos y, en general, de
mercaderias almacenadas, asi como en la desinfeccion de bodegas de barcos, depositos y
molinos (Gonzélez, 2006). El Bromuro de Metilo estd confirmado como un producto



altamente dafiino al ser una sustancia degradadora de la capa de ozono, por lo mismo, los
paises firmantes del Protocolo de Montreal acordaron la disminucién de su produccion en
un 25 % para el ano 2001, un 50 % para el afio 2005, para asi llegar a su eliminacion total
el afio 2010 (Ristaino y Thomas citados por Reyes, 2000).

El uso de métodos alternativos a los agroquimicos que se usan normalmente para el control
de enfermedades en Chile, ha ido adquiriendo importancia no s6lo por los efectos al medio
ambiente sino también por las exigencias de los consumidores tanto en Chile como en el
extranjero (Montealegre, 2004).

La utilizacién de microorganismos que sean antagonistas de los fitopatdgenos, requiere que
estos sean efectivos, confiables, consistentes y econdmicos, para lo cual la obtencion de
bioantagonistas mas eficaces puede ser incrementada a través de manipulacion genética y/o
mediante mutaciones inducidas. Estas modificaciones pueden no solo incrementar la
actividad de los biocontroladores; sino, aumentar su espectro de accion y persistencia en el
medio ambiente.

En tomate, Trichoderma spp. promueve un mayor vigor de las raices (Montealegre,2001),
aumento en el crecimiento 6 desarrollo de las plantas (biofertilizacion), ademas de un
aumento en los mecanismos de defensa (Benitez et al., 2004)

Estudios han demostrado que Trichoderma harzianum Rifai ejerce un control efectivo en
enfermedades presentes en plantas maduras, causadas por R. solani y Sclerotium rolfsii
Sacc. (Elad ef al., 1981, 1982, citados por Strashnov et al., 1985). Benitez et al. (2004)
mencionan que se han obtenido excelentes resultados en el control integrado utilizando
cepas de Trichoderma virens y Metalaxyl contra Pythium ultimum en el cultivo de algodon,
cepas de T. harzianum y Captan contra Verticillium dahliae en papa, 6 T. virens y Thiram
controlando Rhizoctonia solani en tabaco.

Santander (2003) sefiala que estos biocontroladores naturales son capaces de ejercer un
buen control sobre Rhizoctonia solani, en suelos que han sido s6lo solarizados o se han
aplicado en conjunto con la solarizacion. Ademés menciona el mejor desarrollo de la planta
en cuanto a cantidad de raices, altura de planta, calidad de frutos, peso de frutos en
contraposicion a plantas cultivadas en un suelo previamente bromurado.

Los mecanismos de biocontrol sugeridos para Trichoderma (entre otros bioantagonistas
fingicos) son antibiosis, lisis, competencia y micoparasitismo (Cook y Baker, 1983 citados
por Papavizas, 1985). Ademas existe evidencia de que metabolitos producidos
experimentalmente en materia organica, se producen naturalmente en los suelos y en
suficientes cantidades que aseguren y expliquen un eficiente control bioldgico (Papavizas,

1985).

La habilidad de Trichoderma para degradar muchos sustratos, su versatilidad metabdlica y
su resistencia a inhibidores microbianos es determinante en su abundancia en muchos
suelos y le proporcionan herramientas de competencia (Papavizas, 1985). En estudios



previos, los hongos mutantes de 7Trichoderma harzianum (Rifai) NG-7 obtenido de la cepa
Th 650 (Pérez y Morales, 2003); Th 11C 40.1 y Th 11A 80.1 obtenidos de la cepa Th 11;
Th 12A 10.1 obtenido de la cepa Th 12 (Besoain et al., 2004) fueron seleccionados como
bioantagonistas promisorios en el control in vitro de Rhizoctonia solani.

Es por ello que Polanco et al. (2004) han enfocado la producciéon de mutantes de
Trichoderma a la obtencidon de cepas que aumenten la capacidad de secretar antibidticos y
enzimas relacionados con su capacidad antagonica. Ogawa ef al (2000) sefala que la fusion
de protoplastos de aislados de Trichoderma harzianum, presentan caracteristicas especiales
en cuanto al aumento de la capacidad antagonica sobre fitopatogenos. Investigaciones
indican que la fusién de protoplastos entre cepas de aislados silvestres de Trichoderma
presentan un crecimiento mas rapido y abundante esporulacion que sus cepas parentales
(Prabavathy et al, 2006). Por otro lado, Hatvani et al. (2006) sehalan que cepas mejoradas
de Trichoderma atroviridae, a través de fusion, resultaron resistentes a tebuconazole y
carbendazim.

Otra forma de mutagenesis existente actualmente, es el método quimico, a través de N-
metil-N-nitro-N-nitrosoguanidinio. Wiater et al.(2006) sefialan que mutantes del aislado
Trichoderma harzianum F-340 tuvieron una actividad enzimatica casi 2 veces mayor que la
cepa parental.

Desde esta perspectiva, la obtencion de protoplastos de los aislados nativos chilenos ya
seleccionados por su capacidad para expresar diferentes mecanismos de antagonismo o de
tolerancia a fungicidas, permitiria obtener productos de fusion que muestren ambas
caracteristicas, constituyendo una alternativa adicional para la obtencion de agentes
biocontroladores.

Considerando los antecedentes expuestos, se planted el objetivo de la presente memoria de
titulo:

Evaluar in vitro la capacidad antagoénica de cepas mejoradas de Trichoderma harzianum
(Rifai) sobre Rhizoctonia solani (Kiihn), que potencialmente se pueden utilizar como
biocontroladores.

Determinar la inocuidad y efectividad en el grado de control in vivo sobre el fitopatogeno
Rhizoctonia solani (Kiithn) cepa 618 inoculado en suelo con plantas de tomate susceptibles
a la enfermedad.

Determinar la capacidad de sobrevivencia y conservacion de eficacia antagonica in vitro, de

las cepas de Trichoderma harzianum (Rifai) mantenidos en dos suelos a tres temperaturas
diferentes de almacenaje.

MATERIALES Y METODOS



La Memoria de Titulo se desarroll6 en el Laboratorio e Invernadero de Microbiologia del
Departamento de Sanidad Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile.

En su realizacion, se utilizaron los equipos e infraestructura del laboratorio ya mencionado,
cepas de Rhizoctonia solani (509 y 618) obtenidas del el cepario del laboratorio, los
antagonistas utilizados corresponden a diferentes cepas de Trichoderma harzianum
mejoradas mediante fusién de protoplastos (Besoain et al., 2004), y utilizacion del agente
mutagénico N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidinio a partir de Trichoderma polysporum 34
(Polanco, 2005), cuyos progenitores fueron previamente caracterizados y seleccionados por
su capacidad para expresar mecanismos multiples de antagonismo contra Rhizoctonia
solani (Besoain et al., 2001(Cuadro 1). Se utilizaron plantulas de tomate de los cultivares
92.95 y Gondola sin resistencia a Rhizoctonia solani, suelo del Campus Antumapu de la
Universidad de Chile (serie Mapocho. (CIREN, 1996)) y suelo de la Estacion Experimental
La Palma de la Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso perteneciente a la serie La
Palma (Martinez, 1981), a los cuales se les realiz6 un andlisis fisico y quimico (Apéndices I

y 1I).

Cuadro 1. Cepas mejoradas de Trichoderma spp. con sus cepas parentales utilizadas en los
experimentos in vitro.

Cepas parentales Cepas mejoradas Tipo de mejoramiento realizado
Serie ThF2' ThF2-1;ThF2-10 Fusion de Protoplastos
(ThVxTh291) ThF2-12; ThF2-18
Serie ThF3' ThF3-2;ThF3-3;ThF3-4; Fusion de Protoplastos

(ThVxTh11) ThF3-6;ThF3-7

Serie ThF4' ThF4-13; ThF4-15 Fusién de Protoplastos
(ThVxTh12)

Serie ThF5' ThF5-8 Fusién de Protoplastos
(Th11xTh12)

Serie ThF6' ThF6-2 Fusion de Protoplastos
(Th12xTh291)

T. polysporum 34* NG’ 7; NG*-VII; NG’-IX N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidinio

1/. Cepas proporcionadas por la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso. 2/. Mutantes proporcionados
por la Universidad Andrés Bello. 3/. Abreviacion utilizada para referirse a N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidinio.



La memoria considerd dos experimentos, uno de los cuales se realizo in vitro, de manera de
seleccionar las mejores cepas de acuerdo a los pardmetros de antagonismo directo,
interaccion por produccion de metabolitos difusibles y metabolitos volatiles. En base a
estos resultados, las cepas que se destacaron fueron evaluadas en ensayos in vivo, en
invernadero (prueba de inocuidad y efectividad) y evaluacion de viabilidad en el suelo de
las cepas seleccionadas almacenadas a diferentes temperaturas.

1. Evaluacion in vitro

Para determinar el efecto de los antagonistas (biocontrol) in vitro (Cuadro 2), los
antagonistas, y las cepas de Rhizoctonia solani 509 y 618 de los grupos de anastomosis 2-1
y 4, respectivamente, se hicieron crecer al pH y temperaturas optimas (Madrid, 2002).

Los pH optimos para cada cepa patéogena (Madrid, 2002) se lograron agregando, al medio
de cultivo Agar Papa Dextrosa (APD), NaOH o HCI diluidos y midiendo permanentemente
con un peachimetro (Hanna instruments HI 9321 Microprocessor), previo a autoclavar el
medio de cultivo. La temperatura 6ptima para el crecimiento de las cepas de R. solani, se
mantuvo colocando las placas en cdmaras de cultivo a las temperaturas determinadas por

Madrid (2002).

Cuadro 2. Temperaturas y pH Optimos de las cepas de Rhizoctonia solani utilizadas
(Madrid, 2002).

Cepas pH T®
Rhizoctonia solani 509 GA 2-1 7,0 20 °C
Rhizoctonia solani 618 GA 4 6,5 22 °C

Los parametros evaluados fueron el antagonismo directo, es decir, la inhibicion de
crecimiento que existe por el enfrentamiento de la cepa patdogena frente al agente
biocontrolador. También se evaluo la inhibicion de crecimiento del patégeno por efecto de
la produccién de metabolitos volatiles del biocontrolador. Paralelamente se evalud la
inhibicion de crecimiento del patdégeno, que existidé debido a la produccién de metabolitos
difusibles de las cepas biocontroladoras.

En las tres pruebas in vitro, los resultados obtenidos en porcentaje fueron transformados
mediante la Transformacion Angular de Bliss y luego se realiz6 un analisis de varianza
(ANDEVA) y en el caso que se presentaron diferencias significativas (p < 0,05) se llevo a
cabo la prueba de rango multiple de Tukey.



Caracterizacion de cepas mejoradas

Para la realizacion de los ensayos in vitro, que a continuacién se presentan, las cepas de
Rhizoctonia solani, las cepas mejoradas y las cepas parentales respectivas se hicieron crecer
y se mantuvieron en placas de Petri con APD. Para la siembra de las placas se utiliz6 un
disco de 5 mm de didmetro obtenido del margen de la colonia del microorganismo
respectivo de 4 dias de edad colocandolo en placas de Petri con APD. Luego, las placas en
las cuales se realizaron las pruebas de inhibicion de crecimiento, se incubaron a la
temperatura y pH 6ptimos de cada cepa de R. solani (Cuadro 2).

Antagonismo in vitro a través de cultivos duales

Discos de APD de 5 mm de didmetro con el antagonista y con el patdégeno, obtenidos con
un sacabocados desde los margenes de cultivos de 4 dias de edad, se colocaron frente a
frente y en forma equidistante del centro de la placa a 4 cm (Figura 1). Se realizaron cinco
repeticiones para cada combinacion patégeno / antagonista. El tratamiento testigo consistio
en un disco de micelio del patdégeno creciendo sobre el medio APD, también con cinco
repeticiones. La evaluacion se realizd cuando el crecimiento del testigo cubrié toda la
placa, y se determind el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (I.C.R.) mediante la
formula de Dennis y Webster (1971a):

ICR (%)= (Ri- R») 100/ R,

Donde R; es la distancia mas lejana recorrida por el patégeno y R, es distancia recorrida
por el patdgeno hacia el antagonista.

gy : ,:/

Figura 1. Interaccion entre cultivos duales.



Produccion de metabolitos volatiles

El efecto de metabolitos volatiles, se evalu6 mediante el método de Dennis y Webster
(1971b). En placas de Petri con medio APD, en su centro se coloco un disco de 5 mm de
diametro donde crecia el patdogeno y en la otra, discos con el biocontrolador. Luego se uni6
cada placa del patdogeno con una placa invertida donde se desarrollaria el biocontrolador, y
se sellaron con parafilm en los bordes (Figura 2). Los tratamientos testigos consistieron en
un disco de micelio de R. solani creciendo sobre el medio APD unida a una placa solo con
el medio de cultivo. La evaluacion consistiéo en observar y medir el crecimiento radial del
patdgeno al momento que el testigo cubri6 toda la placa de Petri.

Figura 2. Inhibiciéon de crecimiento por produccion de metabolitos volatiles. 1. Siembra del disco de APD
conteniendo al hongo. 2. Crecimiento del microorganismo en la placa. 3. Union de placas conteniendo al
bioantagonista en una y al patégeno en la otra.
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Produccion de metabolitos difusibles

En base al método de Dennis y Webster (1971b), las placas de Petri con medio de cultivo se
tapizaron con papel celofan (sin film impermeabilizante y previamente esterilizado entre
trozos de gasa en autoclave por una hora a 121°C).

En el centro de una placa de Petri con papel celofan se depositdo un disco de cultivo de 5
mm de diametro del hongo antagonista. Una vez que el antagonista crecid lo suficiente,
antes de llegar al borde del papel celofan, se retird con una pinza el papel celofan mas el
antagonista incluido, cuidando que no hubiera ningiin contacto entre el hongo y la
superficie del agar y que no se encontrara esporulado y en su lugar se coloc6 un disco de 5
mm de diametro de un cultivo de la cepa R. solani respectiva (Figura 3). Los tratamientos
testigos consistieron en un disco de micelio de la cepa del patogeno, creciendo sobre el
medio APD que contenia papel celofan. La evaluacidon consistio en observar y medir el
crecimiento radial del patogeno una vez que el testigo cubri6 toda la superficie de la placa
de Petri.

Figura 3. Inhibicion de crecimiento por produccion de metabolitos difusibles. 1. Colocacion del papel celofan
en la placa con APD. 2. Siembra del agente biocontrolador. 3. Retiro del papel celofan conteniendo al
antagonista antes de que esporule y que las hifas entren en contacto con la superficie del agar, para luego
sembrar el patdogeno.
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2. Bioensayos

Se seleccionaron las cepas de Trichoderma spp. que presentaron un mejor control in vitro
de las cepas de Rhizoctonia solani, de acuerdo a los parametros de antagonismo directo,
metabolitos volatiles y metabolitos difusibles, con el fin de evaluar en condiciones
semicontroladas de invernadero sus efectos sobre la cepa patdogena R. solani 618.

Las cepas de Trichoderma spp. Mejoradas y seleccionadas se hicieron crecer en medios de
cultivo liquidos e incubaron en camara de cultivo a 22 °C, desde alli se obtuvo la biomasa
para la fabricacion de pellets (Santander, 2001), que represent6 la via de formulacion y
aplicacion.

Inocuidad en plantas de tomate
Tratamientos y Disefio experimental

Para evaluar la inocuidad de las cepas mejoradas y de sus progenitores, se establecieron dos
ensayos independientes, uno en el cultivar de tomate 92.95 y el otro en el cultivar Gondola.
Para ambos ensayos el disefio experimental consisti6 de un modelo completamente
aleatorizado que incluyé 10 tratamientos (Cuadro 3) con 5 repeticiones. La unidad
experimental fue 1 plantula de tomate dispuesta en un vaso plastico. Se consider6 un
tratamiento testigo que consistid en sumergir las raices en agua destilada.

Cuadro 3. Tratamientos realizados en bioensayo de inocuidad en plantulas de tomate.

Tratamiento Descripcion
Ty (testigo) Inmersion en agua destilada estéril
Th 12 Inmersion' en suspensién de conidias cepa Th 12
Th 11 Inmersion’ en suspensién de conidias cepa Th 11
Th 291 Inmersion' en suspension de conidias cepa Th 291
ThV Inmersion' en suspension de conidias cepa Th V
ThF2-1 Inmersion' en suspension de conidias cepa ThF2-1
ThF2-18 Inmersion' en suspension de conidias cepa ThF2-18
ThF3-3 Inmersion' en suspension de conidias cepa ThF3-3
ThF4-15 Inmersion' en suspension de conidias cepa ThF4-15
ThF5-8 Inmersion' en suspension de conidias cepa ThF5-8

1/. Inmersién de raices en suspensiones de conidias (5 x 10 ¢ conidias/ml), durante 15 minutos, de las cepas de
Trichoderma spp. estudiadas, en los dos cultivares de tomate.
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Procedimiento

Para el establecimiento de los tratamientos se prepararon suspensiones de conidias de cada
una de las cepas seleccionadas en agua destilada estéril a una concentraciéon de 5 x 10°
esporas / ml empleando la metodologia de Besoain et al. (2004). Las raices de las plantulas
de tomate de los cultivares 92.95 y Gondola, al estado fenoldgico de 3 a 5 hojas verdaderas,
se sumergieron en cada una de estas suspensiones durante 15 minutos (Cuadro 3), luego se
transplantaron a vasos plasticos de 250 ml con sustrato estéril constituido de 1/3 de suelo
Antumapu y 1/3 de arena (esterilizados con Bromuro de Metilo en dosis de 75,5 cc/m”) y
1/3 de perlita (esterilizada en autoclave a 121 °C durante 20 minutos). De este modo, las
plantulas se hicieron crecer bajo condiciones semicontroladas de invernadero (Figura 4).

Figura 4. Proceso de inoculacion de las plantulas de tomate en suspension de conidias. 1: Inmersion de raices
en suspension de conidias, constante agitacion. 2 y 3: transplante a sustrato estéril. 4: plantula de tomate
dispuesta en vaso plastico y mantenida bajo condiciones semicontroladas de invernadero.

Evaluaciones

Se evaluo la altura (medida desde el cuello hasta el apice de crecimiento mas alto), peso
fresco y peso seco de la parte aérea y peso fresco de raices al mes de realizado el trasplante.
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza con un 95% de

confianza y cuando se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos se les
realiz6 la prueba de comparaciéon multiple de Dunnett’s para separar las medias.
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Efectividad de cepas mejoradas de Trichoderma spp. en el control de Rhizoctonia
solani en plantas de tomate

Tratamientos y Disefio experimental

Se realizé un bioensayo con las cepas mejoradas de Trichoderma spp. seleccionadas y el
fitopatdgeno Rhizoctonia solani 618 (GA 4) en forma independiente para los cultivares de
tomate 92.95 y Goéndola, con un disefio experimental completamente aleatorizado que
incluy6 10 tratamientos con 5 repeticiones cada uno. Estos fueron comparados con un
tratamiento testigo inoculado so6lo con el fitopatdgeno y con un tratamiento con fungicida,
donde ademas de inocular al fitopatogeno al suelo, se le aplicod el fungicida pencycuron
(Cuadro 5). La unidad experimental fue 1 plantula de tomate dispuesta en una maceta.

Cuadro 5. Tratamientos realizados en el bioensayo de efectividad.

Tratamiento Descripcion
Ty (testigo) Plantula en suelo sélo con Rhizoctonia solani 618"
T, (fungicida)  Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618' + pencycuron
Th 12 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets® Th 12
Th 11 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets’ Th 11
Th 291 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets® Th 291
ThV Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets®’ Th V
ThF2-1 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets’ ThF2-1
ThF2-18 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets® ThF2-18
ThF3-3 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets’ ThF3-3
ThF4-15 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets’ ThF4-15
ThF5-8 Plantula en suelo con Rhizoctonia solani 618" + pellets® ThF5-8

1/. Fitopatogeno inoculado al momento del transplante. 2/. Fungicida especifico para hongos del género
Rhizoctonia, aplicado al suelo segin recomendaciones del fabricante (0,15 cc/maceta). 3/. Bioantagonistas
depositados al momento del transplante como pellets de alginato de sodio.

Procedimiento

Elaboracion de pellets de Trichoderma spp.

Las cepas bioantagonistas empleadas en este bioensayo fueron aplicadas en forma de
pellets de alginato de sodio, para lo cual se empled la metodologia de elaboracion de pellets
usada por Besoain et al. (2004), modificando el medio de cultivo en el cual se realiza la
incubacion de la biomasa del hongo (Robinson, 2005), ademas de la adicion al medio de
cultivo de 200 ppm del antibidtico Strepto Plus (Sulfato de Estreptomicina, Clorhidrato de
Oxitetraciclina) (AFIPA, 2006) para evitar posibles contaminaciones bacterianas (Figura
5).



14

Figura 5. Proceso de pelletizacion de las cepas de Trichoderma harzianum. 1. Cultivo del hongo desarrollado
en placa de Petri con APD. 2. Desarrollo del micelio del hongo en el medio de cultivo liquido especifico.
3. Deposito de multiples salidas de gotero desembocando en solucion de CaCl, 3% p/v para la formacion de

los pellets.

Una vez que los pellets estuvieron disponibles, se les determind el nlimero de unidades
formadoras de colonia por gramo (N° UFC/ g pellets), siguiendo la metodologia de siembra
por extension descrita por Madigan et al. (2003), en placas Petri con APD, y se incubaron a
22°C durante 72 horas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Unidades formadoras de colonia por gramo de pellets de cepas de 7. harzianum.

Tipo de Fusion de Cepa UFC / g pellet
microorganismo protoplastos entre:
Cepa Parental N.C Th 12 375.000
Cepa Parental N.C Th 11 175.000
Cepa Parental N.C Th 291 366.667
Cepa Parental N.C ThV 225.000
Cepa mejorada ThV x Th291 ThF2-1 866.667
Cepa mejorada ThV x Th291 ThF2-18 766.667
Cepa mejorada ThV x Th11 ThF3-3 666.668
Cepa mejorada ThV x Th12 ThF4-15 275.000
Cepa mejorada Thl1 x Th12 ThF5-8 525.000

N.C.: No corresponde
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Inoculacion del suelo en macetas

Se utilizaron macetas de 2,3 L con suelo Antumapu esterilizado con Bromuro de Metilo
(dosis de 75,5 cc/m?) y posteriormente inoculado con Rhizoctonia solani 618, se
dispusieron plantulas de tomate de los cultivares 92.95 y Gondola. Para la inoculacion del
suelo, se utilizd6 la metodologia empleada por Santander (2001), haciéndose crecer
Rhizoctonia solani cepa 618 en semillas de avena, las que se esterilizaron autoclavando dos
veces a 121°C durante 20 minutos dejando un intervalo de 24 horas entre cada
esterilizacion, e incubadas en camara de cultivo a 22°C durante siete dias. Una vez que el
micelio se desarrolld profusamente en estas semillas, se molieron y se procedid a inocular
el suelo en una dosis de 21 g de R. solani/ maceta (Valderrama, 2007). Se utilizé 1,7 g
pellet/L de cada cepa concentrando este indculo en el volumen cercano al pan de raices y
tallo principal de las plantulas de tomate que se transplantaron al estado fenoldgico de tres a
cinco hojas verdaderas. Luego se mantuvieron en invernadero hasta el estado fenologico de
floracion donde las temperaturas promedio de suelo fluctuaron entre los 16,3-22,6 °C
(Figura 6).

Figura 6. Proceso de inoculacion del suelo de las macetas. 1. Semillas de avena en matraz para ser
esterilizadas. 2. Inoculo del fitopatdégeno desarrollado en semillas de avena estériles. 3. Espacio dejado en
suelo para inoculacion. 4. Inoculacion del fitopatdogeno al suelo. 5. Inoculacion de la cepa bioantagonista en
forma de pellet. 6. Mezcla de los indculos con el suelo del volumen cercano al pan de raices y cuello de la
plantula de tomate y posterior transplante.
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Evaluaciones

En el estado fenoldgico de floracion, se evalud peso fresco total de las plantas, ademas del
peso seco de las raices.

También se evalu6é mortalidad de plantas, considerando una planta muerta cuando el nivel
de dafio en el cuello fue muy alto y la planta ya no pudo continuar emitiendo hojas y
sobrevivir. El nivel de cancrosis en la zona del cuello se evalu6 en base a escala propuesta
por Valderrama (2007) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Escala de notas utilizada para determinar el nivel de cancrosis en la zona del
cuello de las plantas.

Escala Rango de area afectada Clasificacion
0 0 % planta sana
1 <5 % enfermedad leve
2 5 %-30% enfermedad moderada
3 30 %-60% enfermedad importante
4 60 %-90% enfermedad grave
5 >90 % planta muerta

El desarrollo radical de las plantas, fue otro parametro evaluado a través de la escala
propuesta por Valderrama (2007) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Escala de notas utilizada para evaluar desarrollo radical de las plantas
Valderrama, 2007).

Escala Desarrollo radical
0 Nulo desarrollo (planta muerta)
1 Pobre desarrollo (planta debilitada)
2 Moderado desarrollo (planta estable)
3 Buen desarrollo (planta saludable)
4 Muy buen desarrollo (planta saludable)

Analisis estadistico

Para los pardmetros peso fresco y seco de la parte aérea y peso fresco de raices los
tratamientos fueron sometidos a un analisis de varianza al 95% de confianza y cuando se
detectaron diferencias significativas se les realizo la prueba de comparacion multiple de
Tukey. Para analizar los parametros de cancrosis de la zona del cuello y desarrollo radical,
los resultados fueron sometidos a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis por
comparacion de a pares segun prueba Mann-Whitney (95% de confianza).
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Viabilidad en el suelo de cepas parentales y mejoradas

Tratamientos y Disefio experimental

Con el objetivo de evaluar la viabilidad en el tiempo y la mantencion de las caracteristicas
de antagonismo sobre Rhizoctonia solani de las cepas parentales y mejoradas seleccionadas
se establecieron 10 tratamientos (Cuadro 8) los que se dispusieron en un disefio
completamente al azar, con 5 repeticiones cada uno y con una unidad experimental de una
placa de Petri por tratamiento.

Cuadro 8: Unidades formadoras de colonia inoculadas por tratamiento en frascos viales.

Tipo de Fusion de Tratamiento UFC/0,009 g pellet’

microorganismo protoplastos entre:

Cepa Parental N.C.* Th 11 1.575

Cepa Parental N.C. Th 12 3.375

Cepa Parental N.C. Th 291 3.300

Cepa Parental N.C. ThV 2.025
Cepa Mejorada ThV x Th291 ThF2-1 7.800
Cepa Mejorada ThV x Th291 ThF2-18 6.900
Cepa Mejorada ThV x Th11 ThF3-3 6.000
Cepa Mejorada ThV x Th12 ThF4-15 2.475
Cepa Mejorada Thll x Th12 ThF5-8 4.725

1/. Unidades formadoras de colonia obtenidas del calculo para 0,009 g de pellet segun referencia del ensayo
en macetas. 2/. N.C.: No corresponde

Procedimiento

Se inocularon frascos viales conteniendo 5 mL de suelo humedo estéril (esterilizado en
autoclave a 121 °C durante 20 minutos) con 0,009 g de pellets de cada cepa de
Trichoderma spp., equivalentes a la dosificacion de pellet utilizada en el bioensayo anterior
(Cuadro 8). Se emplearon dos tipos de suelo, suelo proveniente del Campus Antumapu y
suelo de la Estacion Experimental La Palma (Apéndices I y II). Los frascos con suelo
estéril, se sometieron a tres temperaturas diferentes de almacenaje, temperatura de
refrigeracion (5 °C), optima del fitopatdgeno (22 °C) y temperatura ambiental de laboratorio
(18,6-25 °C). Cada ensayo fue independiente entre si, es decir, las temperaturas de
almacenaje y los 2 suelos de distinta procedencia no tienen relacion entre si, al menos en
este estudio. Estos se mantuvieron por 30, 60 y 90 dias, luego se evaluaron.

Siguiendo el protocolo de reaislamiento de cepas de Trichoderma spp., utilizado por
Williams et al. (2003), se reaislaron desde cada suelo inoculos de las cepas seleccionadas
en tres oportunidades, y se les hicieron pruebas in vitro de antagonismo directo sobre
Rhizoctonia solani cepa 618.
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Desde el suelo de los frascos viales se recuperd 1 g de suelo y se prepararon dilusiones
seriadas en agua destilada estéril, reaislando asi indculos de las cepas a los 30, 60 y 90 dias.
Luego se realizo una siembra por extension de las diluciones 10* y 10 en un medio de
cultivo selectivo para Trichoderma harzianum (Williams ef al., 2003) dispuesto en placas
de Petri, que permiti6 medir la viabilidad del hongo expresada en UFC/g de suelo
recuperado en cada oportunidad. Con las colonias recuperadas y siguiendo la metodologia
empleada por Arias (2005), se realizaron pruebas de antagonismo directo in vitro en
cultivos duales, sobre la cepa 618 de Rhizoctonia solani con el fin de evaluar la
mantencion de la capacidad antagonista en el tiempo de las distintas cepas de Trichoderma
estudiadas.

Evaluaciones

La evaluacion de la prueba de antagonismo directo se efectudé cuando el crecimiento del
testigo cubrid toda la placa, momento en que se determiné el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (ICR) mediante la formula de Dennis y Webster (1971a).

Analisis estadistico

Los resultados provenientes del nimero de UFC/g de suelo de los frascos viales, se
sometieron a un andlisis de varianza al 95% de confianza, y cuando se detectaron

diferencias significativas se realizo la prueba de comparacion multiple de Tukey.

Todos los resultados obtenidos en porcentaje fueron modificados mediante transformacion
angular de Bliss para luego someterse al analisis de varianza.

Normas de bioseguridad
El suelo, medios de cultivo, plantas y materiales utilizados en todos los bioensayos y que

estuvieron en contacto con los microorganismos mejorados fueron esterilizados antes de su
eliminacion al medio ambiente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron una serie de ensayos tendientes a demostrar las capacidades que exhiben los
biocontroladores mejorados mediante mutaciones inducidas, en comparacién con cepas
parentales. El objetivo final fue seleccionar los mejores biocontroladores de acuerdo a los
parametros evaluados, tanto en laboratorio como en invernadero, como cepas mejoradas
con altas capacidades antagénicas que controlan de mejor manera la enfermedad generada
por el fitopatdgeno Rhizoctonia solani.

1. Evaluacion in vitro

Antagonismo in vitro a través de cultivos duales

Al analizar los porcentajes de inhibicion del ensayo de antagonismo directo, entre las cepas
de la serie ThF2 y los patogenos, se determind que las cepas mejoradas ThF2-1 y ThF2-18
inhibieron en mayor proporcion el micelio de R. solani 618 en comparacion con la cepa
parental Th291 de acuerdo al criterio de evaluacion de inhibicion del crecimiento miceliar
(Cuadro 9). Por otra parte, estas mismas cepas fueron estadisticamente iguales a la cepa
parental Th291 en la inhibicion de R. solani 509, sin embargo, poseen un alto porcentaje de
inhibicion.

Cuadro 9. Antagonismo directo medido como el % de inhibicion del crecimiento miceliar
de la serie ThF2, obtenidas por fusion de protoplastos, sobre Rhizoctonia solani 509
y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y

. Porcentaje de Inhibicion
Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF2-1 89,79 a 60,19 a
ThF2-10 89,02 a 53,46 ab
ThF2-18 84,50 ab 54,68 a
T. harzianum 291' 82,96 a 44,69 b
ThF2-12 53,77 bc 54,02 ab
T. harzianum V' 4747 ¢ 53,98 ab

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/.Cepa parental.



20

En la serie ThF3, se determind que las cepas ThF3-2 y ThF3-3 fueron estadisticamente
distintas con respecto a sus padres en el control de R. solani 509 (Cuadro 10) lo cual se
reflejo en el alto porcentaje de inhibicion que practicamente fue el doble del observado en
las cepas parentales. Sin embargo, en el control de la cepa 618, las cepas mejoradas fueron
iguales estadisticamente a las cepas parentales, pero presentaron un porcentaje de
inhibicion sobre el 50%.

Cuadro 10. Antagonismo directo medido como el % de inhibicion del crecimiento miceliar

de la serie ThF3, obtenidas por fusion de protoplastos, sobre Rhizoctonia solani 509
y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF3-3 90,55 a 55,81 a
ThF3-2 86,61 a 51,42 a
ThF3-4 74,79 ab 49,16 a
ThF3-6 69,13 ab 50,43 a
ThF3-7 68,39 ab 52,58 a
T. harzianum V' 4747 b 53,98 a
T. harzianum 11" 4741 b 55,09 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/.Cepa parental.

De acuerdo al parametro de inhibicidén de crecimiento miceliar, en la serie ThF4, la cepa
mejorada ThF4-15 se destacd ya que presentd una mayor proporcion de inhibicion con
respecto a sus cepas parentales sobre R. solani 509; sin embargo, se observo que no obtuvo
diferencias significativas, pero si resulté con un porcentaje de inhibicion cercano al 50%
sobre R. solani 618 (Cuadro 11).

Cuadro 11. Antagonismo directo medido como el % de inhibicion del crecimiento miceliar

de la serie ThF4, obtenidas por fusion de protoplastos, sobre Rhizoctonia solani 509
y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF4-15 91,75 a 49,90 a
T. harzianum 12" 49,05 b 53,42 a
ThF4-13 4898 b 30,62 b
T. harzianum V' 4747 b 53,98 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental
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En la serie ThF5, se observd que la cepa ThF5-8 tuvo diferencias significativas en relacién
a sus cepas parentales en el control del patogeno R. solani 509 con un alto porcentaje de
inhibicion por sobre el resto de los antagonistas (Cuadro 12). Por otra parte, la inhibicion
del crecimiento miceliar de la cepa 618 de R. solani resulté menor con respecto a las cepas
parentales, sin embargo el porcentaje de inhibicidn resultoé en un valor cercano al 50 %.

Cuadro 12. Antagonismo directo medido como el % de inhibicion del crecimiento miceliar
de la serie ThF5, obtenidas por fusion de protoplastos, sobre Rhizoctonia solani 509
y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF5-8 77,67 a 44,46 b
T. harzianum 12 49,05 b 53,42 a
T. harzianum 11" 4741 b 55,09 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

Al observar los resultados en la serie ThF6, la cepa ThF6-2 presentd diferencias estadisticas
con respecto a la cepa parental Th 12 (Cuadro 13), con un alto porcentaje de inhibicion en
el control de R. solani 509. En el caso del antagonismo frente a R. solani 618, ésta cepa
presentd un porcentaje similar a sus padres en términos numéricos, es decir, cercano al 50
% de inhibicion.

Cuadro 13. Antagonismo directo medido como el % de inhibicion del crecimiento miceliar
de la serie ThF6, obtenidas por fusion de protoplastos, sobre Rhizoctonia solani 509
y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF6-2 89,55 a 4724 a
T. harzianum 291 82,96 a 44,69 a
T. harzianum 12! 49,05 b 5342 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

En los resultados de los mutantes obtenidos por medio de N-nitrosoguanidinio a partir de la
cepa Trichoderma polysporum 34, se pudo apreciar que las diferencias obtenidas reflejan
que los mutantes estuvieron bajo el porcentaje de inhibicion de la cepa parental en el
control de R. solani 509. En el caso de la cepa 618 del patdogeno no presentaron diferencias
significativas respecto de la cepa parental (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Antagonismo directo medido como el % de inhibicion del crecimiento miceliar
de la serie NG, obtenidas por N-nitrosoguanidinio a partir de la cepa parental
Trichoderma polysporum 34, sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(o) (%)
T. polysporum 34' 89,06 a 48,52 a
Tpol34 NG-VII 63,15 b 51,43 a
Tpol34 NG-7 58,64 b 53,23 a
Tpol34 NG-IX 54,08 b 51,79 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

Al efectuar un recuento de los resultados obtenidos mediante la prueba de antagonismo
directo, en general, las cepas mejoradas presentaron una mejor inhibicion de la cepa de
Rhizoctonia solani 509 del grupo de anastomosis 2-1, que de la cepa 618 del grupo de
anastomosis 4.

Los cepas mejoradas de Trichoderma, en general, ejercieron una mejor inhibicion de las
cepas de Rhizoctonia solani que sus cepas parentales 6 con una de ellas. Incluso se pudo
observar en algunas placas Petri un cambio de coloracion del micelio en la zona de
inhibicion, observado también por Reyes (2000) y Arias (2005).

La finalidad de mejorar cepas silvestres de Trichoderma es que las mejoradas tengan un
mayor efecto controlador sobre el patégeno (Rey et al., 2000). En este trabajo, todas las
cepas mejoradas tuvieron algin grado de inhibicion sobre las cepas de Rhizoctonia solani
evaluadas, lo que coincide con los reportes de Grondona et al. (1997). Los altos porcentajes
de inhibicidon de crecimiento in vitro fueron observados por KicbK y Kivanc (2003), los
cuales sefialan que el aislado de Trichoderma harzianum cepa T19 ejercid una alta
inhibicién sobre R. solani.

Besoain et al. (2007) observaron un mayor crecimiento radial de las colonias en las cepas
mejoradas, a través de fusion de protoplastos, que sus cepas parentales. Sivan y Harman
(1991) observaron que la colonizacidon de una cepa mejorada por fusion de protoplastos
(Trichoderma harzianum 1295-22), entre los aislados T12 y T95, resultd ser mas efectivo
que sus cepas parentales, lo que concuerda con los resultados obtenidos en el desarrollo de
este ensayo.

La actividad y éxito de los antagonistas en esta prueba, es resultado de la competencia por
nutrientes y espacio, o una modificacion de la rizésfera como es la acidificacion del medio,
lo cual impide el desarrollo de algunos patogenos lo que se refleja en los resultados
obtenidos in vitro (Benitez et al., 2004; Howell, 2003; De Melo, 2000).
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Produccion de Metabolitos Volatiles

Los resultados de porcentajes de inhibicion de crecimiento obtenidos mediante metabolitos
volatiles fueron notoriamente menores, respecto de los valores de los porcentajes de
inhibiciéon obtenidos mediante antagonismo directo, en el control de ambas cepas de
Rhizoctonia solani.

Entre las cepas de la serie ThF2, la cepa ThF2-12 presentd un porcentaje de inhibicion que
tuvo diferencias significativas con la cepa parental ThV en el control de la cepa R. solani
509 (Cuadro 15). Por el contrario, no presentd diferencias significativas con respecto a sus
cepas parentales frente a la cepa R. solani 618. Sin embargo, los porcentajes de inhibicion
fueron bastante bajos como para destacarlos como candidatos a ser utilizados en el control
de este patdgeno, segiin este pardmetro. Es importante mencionar que las cepas ThF2-1,

ThF2-10 y ThF2-18 no ejercieron inhibicion alguna en el desarrollo de Rhizoctonia solani
618

Cuadro 15. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos volatiles de las cepas
mejoradas de la serie ThF2 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)

(%) (%)

ThF2-12 31,88 a 14,15 a

T. harzianum 291" 28,75 a 13,17 a
ThF2-10 16,88 ab 0,00 b
ThF2-1 16,25 ab 0,00 b
ThF2-18 813 b 0,00 b

T harzianum V' 6,25 b 7,32 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

En las observaciones realizadas en la serie ThF3 (Cuadro 16), no se presentaron diferencias
significativas con las cepas parentales en el control de R. solani 509. En la inhibicién de R.
solani 618, ninguna de las cepas mejoradas supero6 el 2 % de inhibicion, lo que es reflejo
del, casi nulo, efecto de inhibicion de crecimiento que existe desde el punto de vista de
metabolitos volatiles.
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Cuadro 16. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos volatiles de las cepas
mejoradas de la serie ThF3 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF3-2 37,00 a 1,46 b
ThF3-6 30,24 a 0,00 b
ThF3-3 29,76 a 0,00 b
ThF3-7 27,81 a 0,00 b
T harzianum V' 26,83 a 7,32 a
T. harzianum 11" 26,34 a 195 b
ThF3-4 25,00 a 0,00 b

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas seglin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

Las cepas mejoradas de la serie ThF4 no tuvieron mayores porcentajes de inhibicion de
crecimiento que las cepas parentales sobre la cepa R. solani 618 (Cuadro 17). Por el
contrario, estas mismas cepas no presentaron diferencias con sus cepas parentales en la
inhibicion de crecimiento de R. solani 509, lo que se puede apreciar en los similares
porcentajes de inhibicion alcanzadas por ellas.

Cuadro 17. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos volatiles de las cepas
mejoradas de la serie ThF4 sobre Rhizoctonia solani 509y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF4-15 28,78 a 0,00 b
T. harzianum 12 27,80 a 8,78 a
T. harzianum V' 26,83 a 7,32 a
ThF4-13 23,90 a 244 b

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p <0,05. 1/. Cepa parental.

En la serie ThF5 (Cuadro 18), la cepa ThF5-8 no presentd diferencias significativas con
sus cepas parentales en el control de la cepa 509 de Rhizoctonia solani. La diferencia
estadistica en el control de Rhizoctonia solani 618 estuvo dada por la nula inhibicién (0 %)
de crecimiento que tuvo ésta cepa.
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Cuadro 18. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos volatiles de las cepas
mejoradas de la serie ThF5 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
T. harzianum 12" 27,80 a 8,78 a
ThF5-8 26,83 a 0,00 ¢
T. harzianum 11" 26,34 a 1,95 b

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

En el caso de la serie ThF6 (Cuadro 19), la cepa ThF6-2 fue igual a uno de sus padres
(Th12) en el control de la cepa 509, no obstante su porcentaje no superd el 44,39 % de la
cepa parental Th291 que fue la que obtuvo el mas alto porcentaje. En la inhibicion de
crecimiento de la cepa 618, la cepa mejorada presentd el menor porcentaje de inhibicion.

Cuadro 19. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos volatiles de las cepas
mejoradas de la serie ThF6 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
T. harzianum 291" 4439 a 13,17 a
ThF6-2 2829 b 2,44 b
T. harzianum 12! 27,80 b 8,78 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

En tanto, ninguno de los mutantes producidos por medio quimico (Cuadro 20) mostraron
diferencias con 7. polysporum 34 en el control de las cepas de Rhizoctonia solani 509 y
618, obteniendo porcentajes muy similares a las cepas parentales. Sin embargo ninguna
cepa pudo sobresalir de las otras y el porcentaje de control no superd el 50 % en todos los
tratamientos, incluso en el caso del control de la cepa R. solani 618 los resultados
bordearon la nula inhibicion.
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Cuadro 20. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos volatiles de los mutantes
de la serie NG, obtenidos por N-nitrosoguanidinio a partir de la cepa parental
Trichoderma polysporum 34, sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani 'y

Porcentaje de Inhibicién'

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
Tpol34 NG-IX 53,55 a 5,85 a
T. polysporum 34> 50,73 a 16,59 a
Tpol34 NG-VII 48,78 a 6,83 a
Tpol34 NG-7 4537 a 17,07 a

1/. Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 2/. Cepa parental.

En términos de produccion de metabolitos volatiles, todas las cepas de Trichoderma
presentaron alguna inhibicion a través de esta via (Raggi, 2001). El efecto de inhibicion fue
mayor en la cepa 509 (GA 2-1) de R. solani en comparacion con los resultados obtenidos
en la cepa 618 (GA 4).

Los porcentajes de inhibicion obtenidos se hicieron notoriamente menores en relacion a los
obtenidos en la prueba de antagonismo directo en cultivos duales; sin embargo, Kiiciik y
Kivang (2003) obtuvieron resultados similares al estudiar el aislado de 7. harzianum cepa T
19 que controld bien a la cepa de Rhizoctonia solani mediante metabolitos volatiles.

En el contexto del andlisis y presentacion de resultados, Hanson (2002) sefiala el
mejoramiento de cepas a través de la fusion de protoplastos, demostrando diferencias
significativas de los mutantes en relacion a sus cepas parentales con respecto a la
produccion de metabolitos volatiles. Ademas de una mejor eficacia en el biocontrol de R.
solani lo que concuerda con los resultados obtenidos en este estudio.
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Produccion de Metabolitos Difusibles

Al observar los resultados obtenidos mediante la prueba de metabolitos difusibles, los
porcentajes de inhibicion demuestran un considerable control del patdégeno, mostrando
valores sobre el 50% de inhibicion en la mayoria de las cepas mejoradas.

En las observaciones realizadas en la serie ThF2 contra R. solani 509 (Cuadro 21), las
cepas ThF2-1, ThF2-12 y ThF2-18 presentaron diferencias con los padres como se puede
observar en el alto porcentaje de inhibicion exhibido. Coinciden las diferencias
significativas que se observan en el control de la cepa patdgena 618, las cuales
corresponden al porcentaje de inhibicién mayor con sélo uno de sus padres. Asi, ThF2-1y
ThF2-18 son diferentes estadisticamente a la cepa parental 7. harzianum 291, superandolo
en la inhibicion del patogeno.

Cuadro 21. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos difusibles de las cepas
mejoradas de la serie ThF2 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.
Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)

ThF2-12 89,60 a 77,38 b
ThF2-1 88,53 a 88,36 a
ThF2-18 82,62 a 87,29 a

T. harzianum 291" 7724 b 7524 b
ThF2-10 65,38 ¢ 75,11 b

T harzianum V' 64,13 ¢ 89,38 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

En la serie ThF3 (Cuadro 22), las diferencias significativas estuvieron dadas por casi todas
las cepas mejoradas, excepto ThF3-7, la cual fue igual al padre T. harzianum 11, pero con
un porcentaje de control cercano al 100%. En el caso de los resultados de inhibicion de la
cepa de Rhizoctonia solani 618, casi todos fueron iguales a las cepas parentales, y solo la
cepa ThF3-6 presentd diferencias significativas, obteniendo un porcentaje menor de
inhibicion cercano al 50% sobre la cepa patdgena.
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Cuadro 22. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos difusibles de las cepas
mejoradas de la serie ThF3 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.
Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)

T. harzianum 11" 98,48 a 89,82 a
ThF3-7 97,55 a 81,07 b
ThF3-2 88,40 b 85,60 ab
ThF3-4 78,93 b 88,27 ab
ThF3-3 78,84 b 91,73 a
ThF3-6 7782 b 5329 ¢

T harzianum V' 64,13 ¢ 89,38 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

Al observar los resultados de la serie ThF4, las diferencias significativas estuvieron dadas
por una de las cepas mejoradas con respecto a una de sus cepas parentales. Asi, la cepa
ThF4-13 fue estadisticamente diferente a su parental ThV, sin embargo, fue igual
estadisticamente a su cepa parental Th12 en el control de R. solani 509 y 618. Esta cepa fue
la que obtuvo el mas alto porcentaje de control en esta serie (Cuadro 23).

Cuadro 23. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos difusibles de las cepas
mejoradas de la serie ThF4 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.
Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)

T. harzianum 12! 91,73 a 99.11 a
ThF4-13 91,64 a 97,07 a
ThF4-15 70,26 b 83,78 b

T harzianum V' 64,13 b 89,38 b

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

Los resultados observados en la serie ThF5, demuestran que la cepa ThF5-8 tuvo
diferencias significativas con la cepa parental Th12, pero fue igual estadisticamente a su
otro padre Th11, en la inhibicion de R. solani 509. Ademas presentd un porcentaje de 100%
en la inhibicion del patégeno. En la inhibiciéon de la cepa 618, presentdé un mayor
porcentaje de inhibicion sobre el patdgeno que su cepa parental Thll, no asi con la cepa
Th12 la cual no superd en porcentaje inhibitorio a ésta cepa parental (Cuadro 24).
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Cuadro 24. Porcentajes de inhibicién producidos por metabolitos difusibles de las cepas
mejoradas de la serie ThF5 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
ThF5-8 100,00 b 96,40 b
T. harzianum 11" 98,48 b 89.82 ¢
T. harzianum 12 91,73 a 99.11 a

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

La cepa ThF6-2 presentd diferencias con Th291 al observar una mayor inhibicién en el
control de R. solani 509, pero fue muy similar a la cepa Th12. En el control de Rhizoctonia
solani 618, la cepa mejorada fue diferente a ambas cepas parentales con un valor promedio
de inhibicion del patégeno entre ambas(Cuadro 25).

Cuadro 25. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos difusibles de las cepas
mejoradas de la serie ThF6 sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 618 (GA 4)
(%) (%)
T. harzianum 12" 91,73 a 99.11 a
ThF6-2 90,04 a 85,82 b
T. harzianum 291" 7724 b 7524 ¢

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p <0,05. 1/. Cepa parental.

En el caso de los mutantes obtenidos por método quimico, no existieron diferencias
significativas de los mutantes con respecto a su cepa parental en la inhibicion de la cepa
Rhizoctonia solani 509. Las cepas mutantes 7. polysporum34 NG-1X y NG-7 presentaron
diferencias significativas con respecto a su cepa parental en la inhibicion de R. solani 618
(Cuadro 26).
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Cuadro 26. Porcentajes de inhibicion producidos por metabolitos difusibles de los mutantes
de la serie NG, obtenidos por N-nitrosoguanidinio a partir de la cepa parental
Trichoderma polysporum 34, sobre Rhizoctonia solani 509 y 618.

Cepas de Rhizoctonia solani'y
Porcentaje de Inhibicion

Cepas de Trichoderma

Cepa 509 (GA 2-1) Cepa 509 (GA 4)
(o) (o)
T. polysporum 34 95,02 a 62,84 b
Tpol34 NG-IX 90,44 a 86,53 a
Tpol34 NG-7 90,35 a 81,07 a
Tpol34 NG-VII 85,33 a 77,91 ab

Letras iguales en la columna significa que no existen diferencias significativas segiin la prueba de rango
Multiple de Tukey, p < 0,05. 1/. Cepa parental.

Los resultados obtenidos mediante la prueba de metabolitos difusibles, indican que la gran
mayoria de las cepas lograron una inhibicidn superior al 80%, incluso una de ellas alcanz6
el 100% de inhibicidn, siendo mas efectivos que sus cepas parentales en la inhibicion de los
patogenos en estudio. Esto podria traducirse en un buen control de campo de los patdogenos.

Benitez et al (2004) senalan que los metabolitos difusibles, son compuestos de bajo peso
molecular que interactian con antibioticos producidos por cepas de Trichoderma
produciendo la muerte celular del patdégeno (antibiosis). Rey et al. (2000), sefialan que la
combinacion de las enzimas hidroliticas y antibioticos producidos por Trichoderma
resultan en un alto nivel de antagonismo comparado con la eficiencia que presentan por
separado lo que se traduce en el alto porcentaje de inhibicidon que presentan algunas de las
cepas en el control de los patdgenos aqui estudiados.

Los metabolitos difusibles ejercen una buena inhibicion de los patdgenos, tal como lo
menciona Howell (2003), el cual describe que el control de especies de Pythium por
Trichoderma harzianum (T-12) y Trichoderma koningii (T-8), no fue debido al
micoparasitismo ni a la competicion si no a factores toéxicos producidos por los antagonistas
que inhibieron el crecimiento de este patdogeno. Este mismo autor sefiala que un mutante de
T.virens deficiente en la sintesis de gliotoxinas y en micoparasitismo, atn asi fue igual de
eficiente que la cepa parental (G-6) en el control de P. ultimum y R. solani.

Este tipo de inhibicion que supera el 80% de efectividad en la mayoria de las cepas
estudiadas concuerda con resultados obtenidos por KiiciK y Kivanc (2003), quienes
describen una inhibicion bastante superior, llegando incluso al 100 % por parte de aislados
de Trichoderma harzianum sobre R. solani. Otra prueba que denota la produccion de
metabolitos difusibles por parte de los mutantes de 7richoderma spp. utilizados en este
ensayo, fue la existencia de manchas amarillas en el agar al extraer el papel celofan, estas
sustancias también fueron observadas por estos mismos autores.
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2. Bioensayos

Con el fin de seleccionar las mejores cepas de acuerdo a efectividad y espectro de accion,
se seleccionod a aquellas que resultaron tener los mayores porcentajes de inhibicion 6 que
obtuvieron un comportamiento similar en la inhibicion de las 2 cepas de Rhizoctonia
solani, ya sea en la prueba de antagonismo directo, interaccion de metabolitos difusibles o
metabolitos volatiles.

De acuerdo a este analisis las mejores cepas obtenidas a través de la fusion de protoplastos:

ThF2-1, ThF2-18, ThF3-3, ThF4-15 y ThF5-8, provenientes de las cepas de 7. harzianum
11,112,291y V.

Inocuidad en plantas de tomate

Inocuidad de cepas mejoradas en plantas de tomate cv. 92.95

Al evaluar el parametro de altura de plantas, todas las cepas se comportaron iguales al
tratamiento testigo excepto las cepas Th12 y ThF3-3 quienes presentaron alturas mayores
que el tratamiento testigo (Figura 7).

Figura 7. Altura de plantas en ensayo de inocuidad de cepas de T. harzianum en plantas de tomate del
cultivar 92.95.

Al evaluar el peso fresco de la parte aérea de las plantulas (Cuadro 27), la cepa parental
Th12, las cepas mejoradas ThF2-18, ThF3-3 y ThF4-15 presentaron mayores pesos que el
testigo, situacion que no se repitid al analizar el peso seco de la parte aérea en donde todos
los tratamientos se comportaron igual al testigo. Al analizar el peso fresco de raices, las
cepas ThF2-18, ThF3-3 y ThF4-15 registraron mayores pesos que el testigo (To).



32

Cuadro 27: Parametros medidos para determinar la inocuidad de las cepas de 7. harzianum
en plantulas de tomate del cv. 92.95.

Peso fresco parte Peso seco parte

Altura . , ,

Cepa aérea aérea Peso fresco raices

(cm) @ %) %)

Th 12 14,96 b 2,64 b 0,27 a 1,24 A
ThF3-3 14,88 b 2,62 b 0,22 a 1,28 b
ThF2-1 14,28 a 2,22 a 0,16 a 1,14 A

ThV 14,14 a 2,28 a 0,18 a 1,24 A
Th 291 14,00 a 2,3 a 0,12 a 1,14 A

Th 11 13,8 a 2,3 a 0,18 a 1,1 A

ThF2-18 13,52 a 2,64 b 0,83 a 1,38 b

ThF4-15 13,06 a 2,62 b 0,26 a 1,26 b
To 12,88 a 2,02 a 0,05 a 0,90 A

ThF5-8 12,16 a 2,18 a 0,16 a 1,02 A

Letras iguales en las columnas implica que no existen diferencias estadisticamente significativas segin
ANDEVA y posterior prueba de comparacion miltiple de Dunnett’s, p > 0,05.

Inocuidad de cepas mejoradas en plantas de tomate cv. Gondola

Al observar el parametro de altura de plantas en el cv. Gondola, todas las cepas se
comportaron igual que el tratamiento testigo (Figura 8). Por otra parte, al evaluar el peso
fresco de la parte aérea, las cepas parentales Th12 y ThV, y las mejoradas ThF2-18, ThF3-
3, ThF4-15 fueron diferentes al tratamiento testigo registrando mayores pesos promedio. En
cuanto al peso seco de la parte aérea, ninguno de las cepas mejoradas fue distinta al testigo,
solo Th12 fue diferente al tratamiento testigo.

=—

Figura 8. Altura de plantas en ensayo de inocuidad de cepas de T. harznu en 1ants de tomate del
cultivar Goéndola.

Cuando se evalu6 el peso fresco de las raices todos los tratamientos, excepto ThF5-8, se
comportaron diferentes del tratamiento testigo, presentando mayores pesos promedio que
¢éste (Cuadro 28).
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Cuadro 28: Inocuidad de cepas de Trichoderma harzianum en plantulas de tomate del cv.

Gondola.
Altura Peso fr?sco parte Peso se}co parte )
Cepa aérea aérea Peso fresco raices
(cm) ) ) @
Th 12 14,52 a 3,26 b 0,37 b 1,70 b
Th 291 13,68 a 2,56 a 0,13 a 1,38 b
ThF4-15 13,64 a 2,94 b 0,21 a 1,46 b
ThF2-1 13,52 a 2,68 a 0,18 a 1,44 b
ThV 13,42 a 2,92 b 0,21 a 1,42 b
ThF5-8 13,34 a 2,7 a 0,17 a 1,16 a
ThF3-3 13,32 a 2,78 b 0,18 a 1,36 b
Th 11 12,76 a 2,58 a 0,20 a 1,36 b
ThF2-18 12,56 a 2,82 b 0,21 a 1,6 b
To 12,46 a 2,12 a 0,07 a 0,96 a

Letras iguales en las columnas implica que no existen diferencias estadisticamente significativas segin
ANDEVA y posterior prueba de comparacion multiple de Dunnett’s, p > 0,05.

Las cepas de Trichoderma harzianum mejoradas, estudiadas en este ensayo presentaron
algunas diferencias con el tratamiento testigo, en ambos cultivares de tomate; sin embargo,
no se observd un efecto dafiino, en términos de altura 6 muerte de las plantulas (Cuadro
28).

Los resultados de inocuidad de los biocontroladores utilizados en esta investigacion, es
decir, no generar mortalidad en las plantulas de tomate concuerda con lo expuesto por
Besoain et al (2007). También concuerdan con los resultados obtenidos por Riquelme ef al.
(2005) en donde cepas de Trichoderma harzianum presentaron mayores valores en
términos de rendimiento aéreo y radical en plantas de Fragaria chiloensis (L.) sin generar
muerte de las plantas.

Ozbay et al. (2004) experimentaron con las cepas de Trichoderma harzianum T22 y T95
en semillas de tomate, las cuales demostraron un aumento en los parametros de emergencia
de la semilla, nimero de hojas verdaderas, peso fresco y seco de la parte aérea. Santander
(2001) no encontr6 diferencias en el peso, tanto fresco como seco de las raices, en bandejas
sembradoras y también demostro el aumento del porcentaje de emergencia de plantulas de
tomate.
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Efectividad de cepas mejoradas de Trichoderma spp. en el control de Rhizoctonia
solani en plantas de tomate

Efectividad de cepas mejoradas en plantas cv. 92.95

Cuando se evalu6 el nivel de cancrosis en la zona del cuello de las plantas, todas las cepas
mostraron valores promedio iguales entre ellas. Por otra parte, al observar el desarrollo
radical de las plantas, estas mismas cepas, tampoco tuvieron diferencias significativas entre
los tratamientos, al igual que en el nivel de cancrosis (Figura 9).

Si se relaciona la cantidad de propagalos en los pellets aplicados por unidad de peso de los
tratamientos con los diferentes bioantagonistas (UFC/g pellet) y el grado de control de la
enfermedad producida por Rhizoctonia solani 618, no se establecen relaciones, ya que la
cepa ThF 2-1 contaba al momento de la inoculacion con aproximadamente el doble de UFC
que las cepas parentales y ThF 5-8, obteniendo un mayor control. Esto no concuerda con
los resultados observados por Valderrama (2007), quien menciona una relacion inversa, en
la que los mutantes Th 11A 80.1 y Th 12A 10.1 con aproximadamente la mitad de UFC/g
pellet respecto del mutante Th 11C 40.1 lograron un mejor control de la cancrosis del
cuello y un mejor nivel de desarrollo radical de las plantas que este.

En cuanto a la mortalidad de las plantas, los tratamientos con cepas mejoradas tuvieron
buenos efectos registrando nulos porcentajes de mortalidad. El tratamiento testigo (Ty)
obtuvo un 100% de mortalidad de plantas, seguido por el testigo con fungicida (T;) con un
80%, Th 291 y Th 12 con un 20%, y Th 11 junto a ThV con un 10 % (Figura 9).
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Figura 9. Cancrosis, desarrollo radical y mortalidad causada por Rhizoctonia solani en plantas de tomate cv.
92.95. Letras iguales en las columnas del mismo color implica que no existen diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (p > 0,05).

Rendimiento en biomasa

Los resultados de obtenidos por los tratamientos no generaron diferencias estadisticas entre
ellos a la hora de evaluar peso fresco de la biomasa desarrollada por las plantas, solo se
diferenciaron de los tratamientos testigos obteniendo, en promedio, mayores rendimientos
(Cuadro 29).

Prabavathy et al. (2006) mediante la técnica de fusion de protoplastos a partir de la cepa
PTh18 de Trichoderma harzianum, observaron aumento de la actividad antagonista contra
Rhizoctonia solani con respecto a sus cepas parentales, lo que concuerda, en términos
numéricos, con lo obtenido en el desarrollo de este ensayo en que el cultivo fue menos
afectado.

Santander (2001) menciona que el mejor control lo obtuvo la cepa Th 650 en plantas de
tomate de la variedad Cal Ace con Rhizoctonia solani. Cabe destacar que la carga de
indculo del patogeno fue tres veces menor (7 g de indculo/maceta 2,3 L) que la utilizada en
esta investigacion, lo que sugeriria hasta qué carga de indculo puede ser efectivo el control.
En cuanto al peso seco aéreo no se registraron diferencias entre los tratamientos.
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Cuadro 29: Efecto de los tratamientos en rendimientos de plantas de tomate cv. 92.95.

Peso fresco parte aérea Peso seco parte aérea  Peso fresco raices

Cepa © © ©
ThF2-1 1,36 a 0,030 a 0,36 ab
ThF2-18 1,26 a 0,030 a 0,50 a
ThF5-8 1,22 a 0,026 a 0,18 ab
ThF3-3 1,10 ab 0,018 a 0,32 ab
Th 291 1,00 abc 0,016 a 0,10 b

Th 12 0,98 abec 0,012 a 0,38 ab

ThV 0,86 abec 0,010 a 0,20 ab
ThF4-15 0,74 abec 0,008 a 0,22 ab

Th 11 0,74 abc 0,008 a 0,20 ab

To' 0,46 c 0,012 a 0,14 b

T, 0,40 bec 0,006 a 0,14 b

Letras iguales en las columnas implica que no existen diferencias estadisticamente significativas segun
ANDEVA vy posterior prueba de comparacion multiple de Tukey, p > 0,05. 1/. Ty (Solo R. solani 618). 2/. T,
(R. solani + Pencycuron (0,15 cc/maceta))

Efectividad de cepas mejoradas en plantas cv. Gondola

La Figura 10 muestra los resultados en donde se observd que para el parametro de
cancrosis, solo la cepa ThF4-15 presentd diferencias con la cepas Thll y Thl2, y los
tratamientos testigos, con una menor nota, en promedio, en relacion al dafo producido por
el patogeno. El resto de los tratamientos no presentaron diferencias entre ellos. En tanto
para el parametro de desarrollo radical no existieron diferencias entre los tratamientos.

Se corrobora nuevamente la relacion entre la cantidad de propagulos por unidad de peso de
los tratamientos bioantagonistas, en el que Th F4-15 presentd el menor nimero de UFC/g
de pellet, y tuvo valores promedio mayores en el control sobre Rhizoctonia solani que las
cepas Th12, Thl1, el tratamiento testigo (To) y el tratamiento fungicida (T;). No asi la cepa
ThF 2-1, la cual tenia la mayor cantidad de UFC/g pellet, fue muy similar al resto de los
tratamientos tuvo la menor nota de control sobre el patdgeno concordando esto tltimo con
lo referido por Valderrama (2007), que observo que la carga de indculo es indirectamente
proporcional al nivel de control ejercido sobre el patdgeno. En cuanto al desarrollo radical
del cultivar, no se registraron diferencias entre los tratamientos.

Las cepas biocontroladoras mejoradas y la cepa parental ThV no registraron porcentajes de
mortalidad en ninguno de los tratamientos. Por otra parte, las cepas parentales Th291 y
Th12, obtuvieron un 10%, mientras que la cepa Th11 presenté un 20%, de mortalidad.
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Figura 10. Cancrosis, desarrollo radical y mortalidad causada por Rhizoctonia solani en plantas de tomate cv.
Gondola. Letras iguales en las columnas del mismo color implica que no existen diferencias estadisticamente
significativas segiin Tukey (p > 0,05).

Rendimiento en biomasa

En el Cuadro 30, se presentan los resultados obtenidos en el cultivar Gondola en donde al
evaluar el peso fresco de la parte aérea las cepas mejoradas fueron estadisticamente iguales
entre ellas, incluso con ThV, Th291 y Ty. En cuanto al peso seco de la parte aérea, destaca
la cepa ThF 2-18 la cual presentdé un peso mayor a casi todo el resto de los tratamientos,
exceptuando ThF 2-1, ThF 4-15 y To. Montealegre et al. (2005) observaron mayores
rendimientos en los tratamientos en los cuales fueron aplicados los biocontroladores.
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Cuadro 30: Efecto de los tratamientos en rendimientos de plantas de tomate cv. Géndola.

Peso fresco parte aérea Peso seco parte aérea  Peso fresco raices

Cepa

(@ (@ (@

ThF2-1 1,44 a 0,032 abc 0,24 ab

ThF5-8 1,34 a 0,028 be 0,56 a
ThF2-18 1,32 a 0,088 a 0,34 ab
ThV 1,26 a 0,030 be 0,34 ab
ThF4-15 1,24 a 0,078 ab 0,34 ab
ThF3-3 1,20 a 0,016 c 0,20 b
Th 291 1,04 ab 0,012 c 0,44 ab
T, 1,00 ab 0,052 abc 0,30 ab
Th 11 0,90 c 0,010 c 0,24 ab
Th 12 0,52 be 0,000 c 0,24 ab
T, 0,51 be 0,022 be 0,20 b

Letras iguales en las columnas implica que no existen diferencias estadisticamente significativas segun
ANDEVA vy posterior prueba de comparacion multiple de Tukey, p > 0,05. 1/. Ty (Solo R. solani 618). 2/. T,
(R. solani + Pencycuron (0,15 cc/maceta)).

Viabilidad y capacidad antagonica de cepas de Trichoderma harzianum
en el suelo

Viabilidad de cepas mantenidas a 22°C

En el Cuadro 31 se presenta la viabilidad de las cepas de Trichoderma harzianum
inoculadas en frascos viales con 5 ml de suelo Antumapu y La Palma, mantenidas a 22 °C,
en donde las diferencias estuvieron dadas por el incremento de las UFC en el tiempo hasta
los 90 dias en que se realizd la ultima evaluaciéon de UFC, tendencia que también fue
observada por Valderrama (2007) durante el mismo periodo de tiempo. Cabe destacar la
cepa ThF 2-1 que registré la mayor cantidad de UFC al término de esta investigacion, en
ambos suelos.
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Cuadro 31: Unidades formadoras de colonia por gramo de suelo (UFC/g) recolectado desde
frascos viales mantenidos a 22 °C.

2 Cepas mejoradas Cepas parentales

_ ThF2-1 ThF2-18 ThF3-3 ThF4-15 ThF5-8 Th 12 Th11 Th291 ThV
z 30 13.460C 11.080C 9.940C 12.060C 15.740C 9200C 4.740B 9.100C 8.260 C
E 60 69.000B 52.240B 45.800B 20.800B 32.800B 27.120B 8.620B 29.200B 19.660 B
< 90 321.800A274.000A 307.000A230.400A 223.200A 144.200A 90.200 A 130.900 A 220.200 A
< 30 77.000c 32.000c 23.000c 25.700c 21.500c 47.500c 87.800c 49020c 30440 c
:S 60 320.800b237.000b 108.500b 73.000b  92.900b 528.000b 372400b 505600b 590000 b
3

90 1.225.000 a 795.000 a 862.000 a 540.000 a 636.000 a 908.000 a 734600 a 914000 a 832200 a
Letras iguales en las columnas y para cada suelo implica que no existen diferencias significativas segun
ANDEVA vy posterior prueba de comparacion multiple de Tukey, p > 0,05.

Capacidad antagonica de las cepas mantenidas a 22°C

El Cuadro 32 muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (ICR) de
Rhizoctonia solani obtenido mediante cultivos duales entre las colonias de Trichoderma
harzianum mantenidas a 22 °C con la cepa 618 del fitopatogeno, en donde se observo que
no existieron diferencias significativas en el tiempo, exceptuando la cepa ThF 2-1 que
registrd un leve, pero significativo aumento al cabo de los 90 dias.

Cuadro 32: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial obtenido por cultivo dual entre
cepas de Trichoderma harzianum mantenidas en suelo a 22 °C y la cepa 618 de
Rhizoctonia solani.

2 Cepas mejoradas Cepas parentales

= ThF2-1 ThF2-18 ThF3-3 ThF4-15 ThF5-8 Th 12 Th11 Th291 ThV
= 30 44,13 B 4590 A 46,54 A 4621 A 4587 A 4391 B 46,78 A 4556 A 4738 A
E 60 4386 B 4644 A 4752 A 4438 A 4636 A 43,41 B 47,02 A 4582 A 4847 A
: 90 48,03 A 4791 A 4748 A 46,56 A 4293 A 46,88 A 46,72 A 47,00 A 4793 A
.30 43,03 b 45,77 a 47,10 a 45066 a 46,62 a 43,60 c 46,96 a 45,87 ab 48,17 a
:E_ 60 43,97 ab 4943 a 44,44 ab 44,10 a 47,05 a 4536 b 4498 b 4735 a 4695 a
= 99 47,01 a 4536 a 43,64 b 4848 a 46,23 a 47,76 a 45,15 b 41,02 b 4646 a

Datos en porcentaje obtenidos mediante la formula de Dennis y Webster (1971) y transformados segin
transformacion angular de Bliss. Letras iguales en las columnas y para cada suelo implica que no existen
diferencias significativas segin ANDEVA y posterior prueba de comparacion multiple de Tukey, p > 0,05.
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Viabilidad de cepas mantenidas a 5°C

En el cuadro 33 se muestran los resultados de las cepas mantenidas a temperatura de
refrigeracion (5°C), en donde, para ambos suelos las cepas alcanzaron su maximo niimero
de UFC al cabo de los 90 dias que dur¢ este ensayo. Kiigiik y Kivang (2005) sefialan que
existe una mayor conservacion de las cepas en el tiempo a una temperatura de
refrigeracion.

Cuadro 33: Unidades formadoras de colonia por gramo de suelo (UFC/g) recolectado desde
frascos viales mantenidos a 5 °C.

2 Cepas mejoradas Cepas parentales
a ThF2-1 ThF2-18 ThF3-3 ThF4-15 ThF5-8 Th 12 Th1l Th291 ThV
30 14.180C 9.100C 10.080C 11.340C 15.020C 8.540C 4.100B 9.340C 8.960C

70.400B 55.000B 49.200B 20.000B 33.400B 34.660B 10.100A 26.500B 18.280B

Antumapu
[=2)
<

90 334.000A293.600A 280.200A230.000A 231.100A 316.600A 93.140A 142.200A 192.400 A
< 30  23300c 14.600c 19.000c 10.360c 22.000b 41.200c 79.600 ¢ 14.000 ¢ 60.800 c
E
£ 60 102.000b 89.000b 43.000b 17.000b  37.000b 122.000b 364.000b 42.400b 214.000 b
-

90 525.000 a 460.000 a 279.000 a 215.200 a  305.000 a 478.000 a 736.000 a 213.400 a 381.000 a
Letras iguales en las columnas y para cada suelo implica que no existen diferencias significativas segun
ANDEVA vy posterior prueba de comparacion Multiple de Tukey, p > 0,05.

Capacidad antagonica de las cepas mantenidas a 5°C

En general, la capacidad antagdénica de las cepas no presentd diferencias estadisticas en el
tiempo. Se mantuvo el control en torno al 50%, en ambos tipos de suelos (Cuadro 34).

Cuadro 34: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial obtenido por cultivo dual entre
cepas de Trichoderma harzianum mantenidas en suelo a 5 °C y la cepa 618 de
Rhizoctonia solani.

Cepas mejoradas Cepas parentales
ThF2-1 ThF2-18 ThF3-3 ThF4-15 ThF5-8 Th 12 Th1l Th291 ThV
30 48,45 A 42,03 AB 4737 A 46,12 A 44,09 A 47,52 A 44,10 A 4520 A 46,39 A
46,85 A 41,56 B 47,76 A 47,01 A 4577 A 48,10 A 43,66 A 4537 A 46,86 A
90 46,72 A 46,37 A 4344 B 4643 A 4539 A 4758 A 40,38 B 4398 A 45,72 A
30 47,97 a 4586 A 46,67 b 44,53 a 46,55 a 4632 b 44,51 ab 43,67 ¢ 45,77 a
48,16 a 4822 A 46,48 b 4293 a 47,00 a 4793 a 41,31 a 47,49 a 46,88 a

90 49,38 a 41,25 B 48,86 a 46,10 a 43,51 a  47,62ab 43,09 b 4533 b 47,59 a
Datos en porcentaje obtenidos mediante la féormula de Dennis y Webster (1971) y transformados segun
transformacion angular de Bliss. Letras iguales en las columnas y para cada suelo implica que no existen
diferencias significativas segin ANDEVA y posterior prueba de comparacion Multiple de Tukey, p > 0,05.

Antumapu
(=)
<

La PalmaL
(=)
(]
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Viabilidad de cepas mantenidas a temperatura ambiente

En el caso de las cepas mantenidas a temperatura ambiente las UFC, tanto para el suelo La
Palma como para el suelo Antumapu, estuvieron dadas por un incremento de las unidades
formadoras de colonia en el tiempo llegando a un maximo a los 90 dias (Cuadro 35).

Cuadro 35: Unidades formadoras de colonia por gramo de suelo (UFC/g) recolectado desde
frascos viales mantenidos a Temperatura ambiental de laboratorio.

2 Cepas mejoradas Cepas parentales

_ ThF2-1 ThF2-18 ThF3-3 ThF4-15 ThF5-8 Th 12 Th11l Th291 ThV
z 30 13.060C 11.000C 10.500C 13.560B 16.700C 8.820C 5.360B 10.740C 10.060 C
£ 60 72.160B 57.200B 47.000B 23.860B 34380B 47.500B 10.520A 32.920B 23.080 B
N 90 333.200A285.200A 335.000A256.600A 248.600A 136.100A 74.120 A 144.400 A 254.600 A
3 30 45.000c 26.400c 17.000c 21.000c 24.800c 43.400c 80.700 c 34.060c 34.780 c
:E 60 289.000b212.000b  69.900b 54.000b  62.000b  73.360b 321400b 69.680b 200.000 b

90 915.000 a780.000 a 450.000 a 378.000 a 633.000 a 313.200 a 413.800 a 304.000 a 346.600 a
Letras iguales en las columnas y para cada suelo implica que no existen diferencias significativas segun
ANDEVA vy posterior prueba de comparacion Multiple de Tukey, p > 0,05.

Capacidad antagonica de cepas mantenidas a temperatura ambiente

A temperatura ambiente, en general, no se registraron diferencias en cuanto a la inhibicion
de crecimiento radial ejercido por los biocontroladores (Cuadro 36). La capacidad
antaglnica de las cepas registrd valores cercanos al 50 % de control sobre Rhizoctonia
solani 618.

Cuadro 36: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial obtenido por cultivo dual entre
cepas de Trichoderma harzianum mantenidas en suelo a temperatura ambiental de
laboratorio y la cepa 618 de Rhizoctonia solani.

Cepas mejoradas Cepas parentales
ThF2-1 ThF2-18 ThF3-3 ThF4-15 ThF5-8 Th 12 Th1l Th291 ThV
30 44,58 A 46,15 A 47,52 A 4481 A 46,96 A 4433 B 46,50 A 46,33 A 4737 A
4590 A 4583 A 4522 A 46,69 A 46,87 A 46,50 AB 46,61 A 47,07 A 47,74 A
90 45,16 A 43,68 A 4531 A 44,07 A 45,09 A 47,65 A 47,26 A 4536 A 45,61 A
30 4822 a 46,92 ab 48,23 a 43,57 b 4539 a 4820 a 47,12 a 45,08 a 46,86 a
46,30 b 4596 b 44,76 b 46,11 ab 46,95 a 46,12 b 46,66 a 46,70 a 47,57 a

90 49,05 a 47,76 a 43,82 b 4727 a 46,89 a 4847 a 47,58 a 45,67 a 46,81 a
Datos en porcentaje obtenidos mediante la formula de Dennis y Webster (1971) y transformados segin
transformacion angular de Bliss. Letras iguales en las columnas y para cada suelo implica que no existen
diferencias significativas seguin ANDEVA y posterior prueba de comparacion Multiple de Tukey, p > 0,05.

Antumapu
[=2)
<

La Palma
[=2)
[—]
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En todas las cepas se observdé un incremento en el nimero de UFC/g de suelo
independientemente de la temperatura de almacenaje a las cuales fueron sometidas.

En general, en todas las cepas evaluadas se observd un buen nivel de viabilidad en el suelo
a las tres temperaturas estudiadas, recuperando colonias hasta por lo menos los 90 dias de
inoculadas las cepas en ambos suelos, lo que concuerda con lo realizado por Kiigiik y
Kivang (2005) quienes lograron recuperar colonias hasta las 24 semanas a una temperatura
de almacenaje de 4 °C, pero que discrepa de lo obtenido cuando la temperatura de
almacenaje fue de 30 °C, en donde sélo recuperd colonias hasta la sexta semana. Ademas,
Acufia (2001) sefiala un incremento en el tiempo de las UFC en cepas de Trichoderma
longibrachiatum cepa Soto lo que concuerda con lo observado en esta prueba, al menos
durante el periodo de tiempo estudiado. Valderrama (2007) observé la misma tendencia en
el mismo periodo de tiempo, es decir, existio un aumento en la cantidad de UFC.

Es importante observar la disminucién en los porcentajes de inhibicion de crecimiento
radial registrados en las cepas de Trichoderma spp, luego de mantenerlas por un periodo de
tiempo en almacenamiento bajo las temperaturas estudiadas en este ensayo en comparacion
con los resultados obtenidos en la primera parte de este ensayo la que se realizd
completamente in vitro. El caso mas notorio estuvo dado por la cepa ThF 2-1, la cual bajé
de un 60,19 % a un valor de 45,96 % en promedio para el suelo Antumapu. Para el suelo
La Palma, el valor disminuyé a 47,01 %.

Analisis de los mejores biocontroladores

Al observar los resultados, tanto en el ensayo in vitro como en invernadero, se determin6
que las cepas provenentes de fusion de protoplastos ThF 2-1, ThF4-15 y ThF 5-8, son cepas
que tuvieron un mejor comportamiento en comparacion con el resto de las cepas,
incluyendo a las cepas parentales en el control de Rhizoctonia solani. Esto se refleja en
mejores porcentajes de control, presentaron alturas y pesos de plantas mayores que el resto,
y ademés de no provocar mortalidad en las plantas. Tampoco obtuvieron altas notas en
cuanto al nivel de cancrosis observado, y el desarrollo radical no fue tan afectado.
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CONCLUSIONES

Todas las cepas mejoradas de Trichoderma spp. ejercieron algin grado de control sobre el
patégeno Rhizoctonia solani corroborando las caracteristicas biocontroladoras que
presentaban sus cepas parentales. El efecto fue mayor en la cepa 509 GA 2-1 que en la cepa
618 GA-4.

Los mayores porcentajes de inhibicion de crecimiento radial (ICR) en las pruebas in vitro,
estuvieron dados por la produccion de metabolitos difusibles en donde incluso se registrd
un 100 % de control.

Las cepas de Trichoderma harzianum utilizadas en la realizacion de esta investigacion
resultaron ser inocuas, es decir, no afectaron negativamente y/o no provocaron muerte de
las plantulas de tomate de los cultivares 92.95 y Gondola.

La cepa mejorada, ThF 4-15 por fusion de protoplastos resulto ser una cepa promisoria que
podria utilizarce en el control de Rhizoctonia solani cepa 618 en el cultivar Gondola lo cual
se expresd en un menor nivel de cancrosis del cuello causada por Rhizoctonia solani
comparada con la observada en los tratamientos en que se utilizaron los fenotipos silvestres.
Incluso fue mejor que el tratamiento control con el fungicida pencycuron en cuanto al
desarrollo radical observado en las plantas. En el cultivar 92.95, ninguna cepa mejorada
resultd ser mejor entre ellas, ni tampoco se diferenciaron con sus tratamientos parentales.
Ninguna de las cepas mejoradas provocé la muerte de las plantulas.

Las cepas de Trichoderma harzianum mantienen su viabilidad en los suelos Antumapu y
La Palma (al menos en los 90 dias que se evaluaron), y aumentan en el tiempo al ser
almacenadas a las temperaturas estudiadas. Ademas, la capacidad antagénica se mantienen
sobre la cepa Rhizoctonia solani 618.
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APENDICES

Apéndice [: Analisis textural de los tipos de suelos utilizados en la investigacion.

Tamaifio y Didmetro de particulas
Hidrometro Bouyoucos

Suelo % Arena %Limo % Arcilla Clase de textura
2-0,05 0,05-0,002 0,002 mm
mm mm
Antumapu 48,00 28,90 23,10 Franco
La Palma 71,50 15,80 12,70 Franco-Arenoso

Segun analisis realizado por laboratorio de suelos, INIA La Platina.

Apéndice II: Analisis de fertilidad de suelos utilizados en la investigacion.

N P K
Suelo pH C.E. M(,'O' disponible  disponible disponible
mS/cm )
mg/kg mg/kg mg/kg
Antumapu 7,6 2,17 2,1 32 7 142
La Palma 6,6 1,71 1,7 18 82 156

Segun analisis realizado por laboratorio de suelos, INIA La Platina.



