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RESUMEN

. .Dos aislamientos de Trichoderma koningii (Tki y Tk22 y uno de Trichoderma
viride (Tv) fueron probados. "in vitro" como posibles an agomstas de Sclerotinia
sclerotiorum y Sclerotinia minor a través de la técnica del cultivo, dual, la que
permite realizar una seleccion preliminar de antagonistas individuales, para
ser probados en invernaculo y campo. .

e los analisis efectuados se_concluye que, para las condiciones del
ensayo, el aislamiento, Tk2 de Trichodérma ~ koningii muestra _una _mayor
eficiencia como antagonista de Sclerotinia sclerotiorunt 'y Sclerotinia  minor “en
r?laclon 2 _Igs otros dos migroorganismos, dado que es, el aislamiento. que mostro
el mas rapido crecimiento micial, que mantuvo un ritmo de crecimiento nunca
inferior al de los otros antagonistas y que en todos los casos colonizo
totalmente la superficie cubierta® por los” patogenos. El comportamiento de los
antagonistas a  traves del tiempo fue descripto utilizando un modelo de
crecimiento no lineal del tipo logfstico.

Palabras clave: Control bioldgico, prueba in vitro, antagonistas, Trichoderma
koningii, Trichoderma viride, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia
minor ,modelo logfstico.

EFFICACY IN VITRO OF ANTAGONISTS
OF SCLEROTINIA SCLEROTIORUM AND SCLEROTINIA MINOR

SUMMARY

_Two isolates_ of Trichoderma koningii (Tkl and Tk2) and another one of
Trichoderma viride (Tv) were tested "“in. vitro® as possible antagonists of
Sclerotinia sclerotiorum and Sclerotinia _ minor, by _the dual culturé method,
which allows to make a preliminar éel,ectlﬂn P individual antagonists, in order
to be tested after |n greennouse and In the field. _

It 1s concluded that for the conditions of the assa%/, the isolate Tk2 of
Trichoderma koningii shows a greater efficiency as apfagonist of Sclerotinia
sclerotiorum and Sclerotinia minor in relation to the other” two microorganisms,
since 1t Is the isolate that showed the quickest initial growth, kept a rate of
growth never inferior to the ones of the other antagoniSts, and in_each case
Colonized totally the surface covered with the patogens. The behaviour of the
antaPonlsts through time was described using a model of Non Lineal Growth of

the Togistic type.

Key words: Biological control, "in vitro” test, antagonists, Trichoderma koningii,
Trichoderma viride, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor,logistic
model .
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INTRODUCCION

La continua aplicacién de fungici-
das hace que estos se tornen cada vez
menos eficientes, siendo entonces ne-
cesario aumentar las dosis utilizadas,
lo que conlleva un aumento en los cos-

tos y en la contaminacién ambiental*

Ademéds, los controles por aplicacion

de fungicidas son de efecto tempora-
rio, requiriendo sucesivas aplicacio-
nes.

Es por ello que el manejo practico
(que

las desventajas anterio-

de microorganismos antagonistas
no presentan
res),

integrados a las practicas tra-

dicionales, se constituye en una inte-
resante herramienta potencial
control de enfermedades.
Cook (1974), el

beria ser

para el
Para Baker y
control bioldgico de-
considerado como una parte
de un programa de control de

fermedad,

una en-
asumiendo un rol de impor-

tancia variable segun la enfermedad

considerada. El control bioldégico da
problemas de la
1) Aumenta

con los recursos existentes;

respuesta a muchos

agricultura: la produccioén
2) Evita
la aparicion del fenémeno de la
resistencia de los patégenos a los
3) Disminuye

los riesgos del

fungicidas; la polucién y
manipuleo de plaguici-
das; y 4) Posibilita mantener una agri
1983).

Las pruebas en agar para determinar

cultura continua (Cook y Baker,

la capacidad antago6nica de un microor-

ganismo sobre otro permiten realizar

una seleccién preliminar de antagonis-
siendo

tas individuales, luego evalua-

dos en condiciones de invernaculo y
campo aquellos que muestren una mayor
eficiencia 1in vitro. En el presente

estudio dicha
través de

y su

eficiencia se mide a
la velocidad de crecimiento
capacidad de

tégeno. De

parasitar al pa-

esta manera se Tacilita

enormemente el trabajo, ya que es
dificil que un microorganismo sea un
antagonista eficiente en campo y no lo
sea en medio de cultivo.

Debido a las particularidades del

desarrollo "in vitro”™ de los hongos,

se hace necesario contar con un método
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de analisis estadistico apropiado para
el estudio de microorganismos como po-
sibles antagonistas de hongos patége-
nos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos aislamientos de

(Oud.), uno de

(Pers. ex Gray),

uno de Sclerotinia sclerotiorua (Lib.)
D. By,

ger (S.

Trichoders a koningii

Trichoders a viride

y uno de Sclerotinia ainor Jag-

sclerotiorua var. ainor). Los
origenes de los aislamientos se sefia-
Cuadro N° 1.

Los dos aislamientos de Trichodersa

lan en el

koningii y el aislamiento de Tricho-
deraa viride fueron probados "in
vitro” como posibles antagonistas de

Sclerotinia sclerotiorua y de Sclero-
tinia ainor a través de la técnica de
cultivo dual.

Sobre cajas de Petri de vidrio de 9
centimetros de diametro se volcaron en
ellas 10 itros de
(pH 6,5-7). Una

medio de cultivo,

cada una de

mili
agar papa glucosado
vez solidificado el
se ubicaron sobre el mismo dos discos
de agar papa glucosado de 10 milime-
tros de diametro con desarrollo mice-
liar de 7 dias, a una distancia entre
ambos de 5 centimetros, uno de ellos
con Trichoderma koningii o Trichodera
viride y el otro con micelio de Scle-
rotinia sclerotiorun o Sclerotinia ai-
nor. Como testigos se sembraron discos
de Trichodersa koningli,

viride, Sclerotinia

Trichodersa
sclerotiorua y
Sclerotinia ainor frente a discos de
agar papa glucosado sin desarrollo mi-
celiar alguno.

Una vez sembradas las

estufa a

repeticiones

cajas fueron incubadas en
24+2°C,

para cada tratamiento.

realizandose 6

Para cada caja se midio el
1lo de
la superficie cubierta por el
a los 2, 3, 4,
siembra.

desarro-
los microorganismos a través de
micelio
7 y 10 dias desde la
Para ello se procedié a re-
producir sobre papel

de calcar, desde

las bases de las cajas, la superficie

cubierta por los hongos. Se recorté la
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Cuadro N° 1: Aislamientos utilizados en el ensayo, indicando origen de los mismos.

a) Aislamientos de Trichoderma koningli (Tkl y Tk2)
-Tkl: obtenido sobre micelio y esclerocios de Sclerotium rolfsii parasitando
girasol en la localidad de Norberto de la Riestra (Provincia de Buenos Aires).

—Tk2: obtenido sobre micelio y esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum parasi-

tando girasol en la localidad de Norberto de la Riestra (Prov. de Buenos Aires

b) Aislamiento de Trichoderma viride (Tv),
originario de Francia

obtenido a partir de producto comercial

c) Aislamiento de Sclerotinia sclerotiorum (22), aislado a partir de capitulos de
girasol atacados en la localidad de Carlos Casares (Provincia de Buenos Aires).

d) Aislamiento de Sclerotinia minor (10), aislado a partir de cultivo de girasol en

la localidad de Reconquista (Provincia de Santa Fe).

misma y se pes6 cada trozo de papel
correspondiente a cada observaciéon. A
través de una constante que relaciona

el valor obtenido expresado en mili-

gramos con la superficie del papel se
los datos de
cubierta cada dia por el

los hongos,

obtuvieron la superficie
micelio de
expresada en centimetros
cuadrados.

Dado

desarrollo miceliar de

que se partié de discos con
10 milimetros
de diametro la superficie cubierta
fue de 0,79 cm2, vy,

diametro de

original como el
las cajas utilizadas es de
9 cm, la méaxima superfice cubierta po-

sible fue de 63,62 cm2

Las etapas del analisis estadistico

fueron las siguientes:

1) Analisis del

miento de los antagonistas y patoége-

nos.

Se utilizé un modelo de crecimiento

no lineal para describir el comporta-

miento de los antagonistas y patégenos

a través del tiempo y detectar no soélo

posibles diferencias en el ritmo de

crecimiento en el periodo considerado,

sino también en el modelo de creci-

miento.
Se observé que la curva que mejor
ajustaba las observaciones es la "Cur-

va de Crecimiento Logistico”™, ya que

el ensayo cumplf con los supuestos del

modelo elegido:
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modelo de creci-

a) Desarrollo de la poblacién en un

medio cerrado

Petri).

(cultivos en cajas de

b) Inmutabilidad de
en el

las necesidades
medio.

El modelo teérico utilizado para

estimar los parametros es:

donde:
K: maximo crecimiento posible
@ tasa constante de crecimiento
a : tiempo transcurrido hasta alcan-
zar la mitad del maximo creci-
miento.

Este modelo es el propuesto por Yu-

le (1925) como forma reducida de la
ley de desarrollo de poblaciones de
(Quetelet y Verschult, 1838). El mismo

presenta 4 fases:

1) Transiciéon gradual
tos casi

de crecimien-
estacionarios a un incremento
despreciable de la superficie.
11) Aceleracién del

miento hasta

ritmo de creci-
lIlegar a un punto de in-

flexion

9(3): 109-116,1988
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1)
miento.

Retardo del ritmo de creci-

1IV) Transicién gradual hacia condi-

ciones casi estacionarias.

El crecimiento comenz6 a ser obser-

vado, en este caso, a partir del se-

gundo dia de iniciado. Por este motivo

se constatan las tres Ultimas fases.

Es necesario destacar que, siendo este

modelo no lineal, fue necesario utili-

zar procedimientos especiales para la
estimacién de los parametros que em-

plean en su resolucién el algoritmo

WRIGHT et al.

2
estos dfas de 24,30 cm2,
Ilega a

entre y Tr
la mitad de su maximo creci-
miento alrededor del segundo dia con
un crecimiento estimado entre e” se-
dia de 29,41 cm2. Se

entonces que las

gundo y tercer
observa curvas de
crecimiento estimadas de los

nistas Tkl

antago-
y Tv son muy similares
cuando desarrollan sin la

del patégeno (Figura 1).

presencia

Cuando los antagonistas desarrollan

enfrentados con el aislamiento de
Sclerotinia minor (10), disminuyen su
ritmo de crecimiento entre el segundo
Tk2 tiene un aumento
promedio estimado de 17,74 cm2; Tkl de

15,27; y Tv de 16,26.

y tercer dia.

Como se observa

desarrollado por Marquardt (Draper vy
Smith, 1981).
2) Anédlisis diario de las diferen-

cias entre los antagonistas.

Se estudiaron los
antagonistas

efectos de los
a través de un anéalisis
de variancia y posterior prueba de Tu-
key para cada difa de observacién. En
todos los casos se empledé un nivel de

significacién del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se presen-
los Cuadros N° 2 a 5.
visualizaciéon se

tan en Para una

mejor los ha repre-

sentado en las figuras 1 a 4. En los
cuadros se observa que en muchos casos
la suma de los dos microorganismos de-
sarrollando
63,62 cm ,

posible.

conjuntamente supera los
maxima superficie cubierta
Ello se debe a que una vez

puestos en contacto los micelios de

ambos hongos, el antagonista puede de-
sarrollar por encima del microorganis-
mo patégeno, parasitéandolo.
Del analisis del crecimiento de los

antagonistas a través del tiempo,

cuando no estan enfrentados a los pa-
tégenos (testigos),
Tk2

crecimiento al

Burge que el

aislamiento Ilega a su maximo
tercer dia (segundo mo-
mento de observacién). El aislamiento
TK1 Ilega a la mitad de su crecimiento
maximo entre el segundo y tercer dia,

con un aumento de crecimiento estimado
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en la Figura 3, el ritmo de crecimien-

to en los primeros dias de medicién es

muy similar en los tres casos, pero

difieren en el desarrollo alcanzado

hasta el primer dia de observacioén
(segundo dia),

miento diferente en

indicando un comporta-
la primera etapa
de crecimiento, Tk2 tendria un muy ra-
pido crecimiento
Tkl y Tv.

cuando el

inicial, seguido por

Esta situacién es distinta
patogeno enfrentado es Scle-
rotinia sclerotiorum (aislamiento 22),
Fig. 4. EI

ritmo de crecimiento es

menor en los tres antagonistas frente
Tk2 cubre

superficie en el

a este patdgeno, una mayor

segundo dia en

relacion a los otros antagonistas,
indicando un rapido crecimiento
inicial, y wun ritmo de crecimiento

similar a Tv ntre el segundo y tercer

dia (11,50 cm2 y 11,43 cm2 para Tk2 y

Tv, respectivamente). Sin embargo,
sorprende el comportamiento diferente
de Tkl cuando se enfrenta este
patégeno con relacién a 10. Presenta
un lento crecimiento inicial y un bajo
ritmo de crecimiento entre el segundo

y tercer dia (6,56 cm2), colocandose

por debajo de Tk2 'y aun Tv, en

superficie alcanzada. En cambio, al

séptimo dia su crecimiento igual al de
Tv y se hace superior al décimo dia,
siendo siempre inferior a Tk2.
Del analisis del crecimiento de los

patdégenos cuando no se enfrentan a los

9(3):109-116,1988
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in vitro de antagonistas...

Cuadro N° 2: Superficie cubierta por los antagonistas y patégenos cuando no eaton

enfrentados a
repeticiones

otro

Cuadro N° 3a:

microorganismo

Superficie cubierta por los antagonistas Tk,

(testigos). (Promedio de

Tk2 y Tv confrontados

con un aislamiento de Sclerotinia minor (Patégeno 10) en cultivo dual.

(Promedio de 6 repeticiones)

antagonistas (testigos), se observa
10 desarrolla méas
En-

aument”

que el aislamiento

lentamente que el aislamiento 22.
tre el segundo y tercer dia el

de superficie estimada es de 18,9 cm2

para el 10 y de 29,25 cm2 para el 22
(Figura 2).
En el anéalisis de las diferencias

en superficies promedio alcanzadas por

los antagonistas se detecta que:

Rev.Facultad de Agronomia,

Frente*al patégeno 10

Tk2 supera significativamente a Tkl

y Tv al segundo y tercer dia, no de-

tectandose deferencias significativas

con Tkl pero si con Tv al cuarto dia.

Tkl supera significativamente a Tv
5).

s6lo al segundo dia (Cuadro N°

9(3):109-116,1988
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Cuadro H* 3b: Superficie cubierta por los antagonistas Tkl Tk2 y Tv confrontados con
un aislamiento de Sclerotinia sclerotiorua (Patégeno 22) en cultivo
dual. (Promedio de 6 repeticiones)

Cuadro N° 4: Superficie cubierta por los antagonistas Tkl, Tk2 y Tv cuando
desarrollan enfrentados con un aislamiento de Sclerotinia minor en 3
momentos de observaciéon. (Promedio de 6 repeticiones)

Cuadro N° 5: Promedios de superficies alcanzadas por Jlos antagonistas cuando
desarrollan enfrentados con el patégeno 22 en cuatro momentos de
observacion, y el valor minimo significativo de las diferencias.
(Promedio de 6 repeticiones)

Rev.Facultad de Agronomifa, 9(3):109-116,1988
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Frente al patdgeno 22

Tk2 supera significativamente a Tkl
y Tv al segundo dia y so6lo a Tkl al
tercer y cuarto dia. Al séptimo dia ya
no se entre los
Cuadro N° 5). Sin
dia Tkl

la superficie de

detectan diferencias

antagonistas (ver
embargo, al 10° y Tk2 cubren
totalmente la caja
mientras Tv no alcanza ese crecimien-

to.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obteni-

dos y el analisis estadistico corres-

pondiente se concluye que para las

condiciones del ensayo el aislamiento
de Trichoderma koningli obtenido en la
localidad de

sobre micelio y esclerocios de Sclero-

Norberto de 1la Riestra

tinia sclerotiorum parasitando gira-

sol, muestra una mayor eficiencia como
antagonista de Sclerotinia sclerotio-
rum y Sclerotinia minor en relacién a

los otros dos microorganismos consi-

derados. Esta conclusién se desprende

en virtud de las siguientes considera-

ciones:
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1) Es el
mas rapido crecimiento

aislamiento que mostré6 el
inicial.
2) Mantuvo un ritmo de crecimiento

nunca inferior al de los otros antago-

nistas.

3) En todos
talmente la

los casos colonizé to-
superficie cubierta por
los patédgenos.

El  comportamiento diferencial de

los otros dos antagonistas d través

del tiempo sugiere que para la elec-
cion de uno de ellos se debe priorizar
una u otra de las siguientes propieda-
des: el ritmo de crecimiento o

titud

la ap-

colonizadora, dependiendo esto

ademas del se enfren-
aislamiento 10, TKkIi

ritmo de crecimiento

patégeno al cual
tan. Frente al

muestra un mayor
inicial pero posteriormente tanto Tkl
como Tv cubren totalmente al patégeno.
En cambio, frente al

Tv muestra

aislamiento 22,
inicialmente un mayor ritmo
de crecimiento,

para ser luego

superado por Tkl.
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