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Resumen

En los ultimos afios, el uso de antagonistas llegd a ser una de las técnicas mas
promisorias para manejar la septoriosis del trigo. El objetivo del trabajo fue evaluar el
poder biocontrolador de dos cepas de Trichoderma sp (Th5cc y Th118), sobre la
expresion de la mancha de la hoja del trigo inducido con el recubrimiento de las
semillas y una aplicacion aérea en macollaje. El ensayo se realizd en la Estacion
Experimental J. Hirschhorn durante julio-diciembre de dos afios. La disposicion
experimental fue en bloques al azar con seis tratamientos y cuatro repeticiones. Se
evaluo6 el efecto de dos cepas de Trichoderma sp, cada una aplicada con la técnica de
semillas recubiertas y como un rocio de suspension de esporas en macollaje. Uno de los
tratamientos consistio en la aplicacion de Azoxystrobina-Ciproconazole (en plantula y
en macollaje) como testigo positivo y un testigo negativo, inoculado con Septoria tritici.
A los 21 dias de la inoculacion con el patégeno para cada estadio fenologico, se
evaluaron parametros de severidad de la enfermedad (porcentaje de necrosis en hoja) y
de cobertura picnidial) y se evalué el rendimiento del cultivo. Los resultados
demostraron que en estado de plantula, tanto el porcentaje de necrosis como el de
cobertura picnidial, se redujeron significativamente en las plantas provenientes de
semillas recubiertas por ambas cepas, siendo la cepa Thll8 la de mejor
comportamiento. La proteccion se mantuvo hasta el estado de macollaje. En cuanto al
rendimiento, si bien no hubo diferencias significativas entre tratamientos, las plantas
provenientes de semillas recubiertas con las cepas ThS5cc y Thl18, mostraron un

incremento en el rendimiento de 432,28 Kg/m* y 221,80 Kg/m? respectivamente. Estos



resultados resultan promisorios para considerar a Trichoderma sp. como un agente
biologico para controlar la septoriosis del trigo y, de esta forma, ser introducida como

una técnica dentro de un manejo integrado de la enfermedad.
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1. Introduccion

La mancha de la hoja del trigo (MHT), causada por Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) Shroeter, in Cohn (anamorfo Septoria tritici Rob.et Desm.) es una enfermedad
presente en muchas areas productoras de trigo del mundo. El mejoramiento orientado a
la resistencia es la medida mas econdmica para controlar la enfermedad. Los cultivares
comerciales se comportan moderadamente desde resistentes a susceptibles frente a esta
enfermedad, y sugieren la presencia de una resistencia no-especifica cuantitativa,
gobernada por varios genes. No obstante, otros materiales también demostraron una
interaccion especifica entre el aislamiento y el cultivar a través de un solo gen (Simon et
al., 2005). A esta medida se suman también los tratamientos quimicos y las practicas
culturales apropiadas, aunque estos métodos aislados no pueden resolver el problema,
que requieren la implementacion de un manejo integrado. Los compuestos quimicos han
sido tradicionalmente utilizados para el control de las enfermedades fungicas de los
cultivos, sin embargo, el abuso de su empleo ha favorecido el desarrollo de patdogenos
resistentes a los fungicidas. Con el objetivo de minimizar el uso de estos productos, el
control bioldgico se considera una opcion atractiva. La utilizacion de microorganismos
antagonistas ha tomado gran relevancia en estos ultimos afios (Cordo et al., 2004; Dal
Bello et al., 2009; Perello et al.,, 2001 a y b). Esta alternativa tiene la ventaja de ser

especifica y sin riesgos para el medioambiente.

El control bioldgico incluye el uso de microorganismos benéficos, tales como
hongos (Dal Bello et al., 2009; Perell6 et al., 2001), bacterias (Perell6 et al.: 2001) y
nematodos, los cuales atacan y controlan a patégenos de plantas. Ademads, la
combinacion de los agentes de control bioldgico con niveles reducidos de productos
quimicos (control integrado) promueve la reduccion de las enfermedades de manera
similar al tratamiento tradicional (Monte, 2001; Jeque et al., 2008). Otros autores
(Lorito et al., 1994) demostraron la accion sinérgica entre los compuestos enzimaticos
involucrados en el mecanismo de biocontrol y la accion de los fungicidas mas

ampliamente usados.

La informacion que existe acerca de las posibilidades de biocontrol de patégenos
fungicos de cereales es un campo poco explorado aun en Argentina (Alippi et al., 2000;
Cordo et al., 2007; Perelld et al, 2001 a y b, 2006, 2008, 2009). Su empleo resulta

promisorio, ya que se han sefialado diferentes especies de bacterias y hongos que



redujeron significativamente las lesiones foliares desarrolladas y que exhibieron una
fuerte inhibicion del crecimiento de los patdogenos in vitro (Alippi et al.: 2000). En
general, los diferentes trabajos refieren a reduccion de la severidad de las lesiones
producidas por patogenos de cereales como Bipolaris sorokiniana (Dal Bello et al.:
2009), Pyrenophora tritici-repentis (Perell6 et al., 2008), Mycosphaerella graminicola
(Cordo et al., 2007; Perello et al., 2009) aunque no se conocen hasta el momento la
repercusion que pudiera ocasionar el efecto biocontrolador sobre el rendimiento de
granos. No obstante, la mayoria de estudios sobre efecto en el rendimiento de
aplicaciones de biofungicidas se han realizado sobre cultivos intensivos como las
hortalizas, tomate, pimiento (Tsor et al.: 2001). Esta es la primera vez que se registran
los resultados sobre el efecto de dos cepas de Trichoderma sp. como biocontroladoras
de una mancha foliar y su incidencia en el aumento del rendimiento y las

modificaciones de sus parametros.

Las especies fungicas del género Trichoderma han sido investigadas como agentes
de control bioldogico por mas de 70 afios, pero solo recientemente han comenzado a
utilizarse a escala comercial. Debido a su alta capacidad reproductiva, a la tolerancia
para sobrevivir bajo condiciones desfavorables, a su eficiencia en la utilizacién de los
nutrientes, a la capacidad de modificar la rizésfera, a la resistencia que presenta frente a
distintos compuestos toxicos entre otros, el uso de Trichoderma como agente de control

biologico presenta grandes ventajas. (Harman et al.: 2004; Benitez et al.: 2004).

Los objetivos del presente trabajo son evaluar el poder biocontrolador de dos cepas
de Trichoderma sp (Th5cc y Th118), sobre la expresion de la mancha de la hoja del

trigo y establecer su efecto sobre el rendimiento del cultivo.

2. Metodologia

2.1 Material vegetal: Se utilizaron semillas de Triticum aestivum L cultivar
BIOINTA 2004 (Moderadamente susceptible a septoriosis) y provenientes de INTA

Marcos Juarez, provincia de Cérdoba, Argentina.

2.2 Produccion del inoculo de Septoria tritici: Los aislamientos de S. tritici
provinieron de las localidades 9 de Julio (FALP9J008) y Pla (FALPLAOOS) de la

Provincia de Buenos Aires, Para la esporulacion, estos se cultivaron en tubos en estria



con el medio agar de malta. Los conidios se obtuvieron inundando la superficie del
cultivo con 5 ml. de agua destilada estéril y quitaindolos con una barra doblada de
vidrio. La suspension resultante se filtro con una tela de malla tramada y el filtrado se
ajusté a 1 x 10 esporas.ml Inmediatamente antes de la inoculacion de las plantas, se

mezcl6 con 50 ul. L™ de 0.05% (v/v) Tween 20 en solucidn acuosa.

2.3 Produccion del inoculo de Trichoderma spp: dos aislamientos de Trichoderma
sp (ThScc y Th118) se cultivaron en medio de agar de papa dextrosa (PDA 2%) con 12
hs. de luz de fotoperiodo (3500 luz mas cerca de la luz UV, 365 nm) a 20 +/- 2 °C por 7-
15 dias. Los conidios de cada aislamiento se obtuvieron inundando la superficie del
cultivo con agua destilada estéril para separarlos con una barra estéril de vidrio.
Después de filtrar a través de 2 telas de malla tramadas, la concentracion de propagulos
se ajusto a 1 x 10™® conidios.ml , y se adiciond 50ul.L” de 0.05% (v/v) Tween 20 en
solucion acuosa. Las semillas de trigo recubiertas con Trichoderma sp. se prepararon
como describié Perello et al. (2006). Dos dias antes de sembrar, las semillas se
colocaron en solucion de hipoclorito de sodio al 5% (v/v) por 5 min. Diez mililitros de
la suspension de cada aislamiento de 7richoderma sp. se suspendié en 90 ml de agar
agua al 2,5% y se mezcld con 85 gramos de semillas de trigo desinfectadas por 20 min.
Finalmente, esta solucion se agit6 en agitador magnético (120rpm) durante 20 minutos.
Después de drenar el liquido en exceso, las semillas recubiertas fueron secadas bajo la
corriente de aire estéril por 3 hs y luego conservadas a 5°C hasta la siembra. Las
semillas del testigo fueron tratadas con suspension de agar agua y agua destilada sin

Trichoderma sp.

2.4 Ensayos en campo para el biocontrol de la mancha de la hoja: El ensayo se
llevd a cabo en la Estacion Experimental Julio Hirschhorn, ubicada en Los Hornos,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de La Plata. Se evalu6 el
efecto biocontrolador de dos cepas de Trichoderma sp. comparado con una aplicacion
de fungicida (Amistar X: Azoxystrobin —Ciproconazole) a una dosis de 600 cm*/ha™),
sobre la severidad de la mancha de la hoja del trigo y su efecto sobre el rendimiento. Se
implementaron diferentes técnicas de aplicacion, en dos estadios fenoldgicos (plantula y
macollaje). Plantas de la variedad mencionada fueron sembradas en el mes de julio de
2013, con un disefio de bloques al azar con 4 repeticiones y se sometieron a diferentes
tratamientos: plantas testigo inoculadas con el patdégeno; plantas provenientes de

semillas recubiertas con las cepas de Trichoderma sp e inoculadas con Septoria tritici,



plantas provenientes de semillas recubiertas y pulverizadas en hoja con suspension de
Trichoderma sp., 24 horas antes de la inoculacion con S. tritici. Se agregaron
tratamientos como testigo, que contemplaron las aplicaciones de fungicida en plantula y
macollaje, e inoculados con S. tritici, para demostrar comparativamente la ventaja de
los tratamientos con el agente de control bioldgico tanto en los parametros de severidad

como en los del rendimiento.

El tamafio de las parcelas fue de 1,40m de ancho (comprendiendo 7 hileras) X 3m
de largo. El tamafo de cada bloque fue de 48m de X 3m de largo (los 28 tratamientos
estuvieron separados por 0,20m), dando una superficie total de 144m-> por repeticion.
Las parcelas principales se separaron con avena para disminuir la transferencia del
inoculo. El indculo se prepardé a partir de una mezcla de los dos aislamientos de
Septoria tritici mencionados. A un volumen total de 45 L de in6culo, se le agregaron 3-

4 gotas de Tween 20 por litro.

Se cuantifico el control sobre la “mancha de la hoja del trigo” a través de la
disminucion de la severidad (porcentaje de hoja necrosada y de cobertura por picnidios)
y los parametros de rendimiento medidos en nimero de espigas m™, namero de granos
por espiga, peso de 1000granos y kg de grano por hectarea. En este trabajo, se
realizaron dos evaluaciones durante el desarrollo del cultivo: inicio de encafiazon
(GS31) y espigazon (GS62), en doce plantas principales tomadas de 3 hileras centrales
de las 7 sembradas. De las dos primeras evaluaciones se obtuvo la severidad del total de
las hojas verdes y en la tercera evaluacion se determiné la severidad de la hoja bandera
(HB) y la debajo de ella (HB-1). A la cosecha se determind en cada tratamiento, los
componentes del rendimiento (niimero de espigas m™, granos por espiga”', y peso de mil

granos), y asi calcular el rendimiento por m™

3. Analisis e interpretacion de los resultados

Los resultados demostraron que en estado de plantula, tanto el porcentaje de
necrosis como el de cobertura picnidial se redujeron significativamente en las plantas
provenientes de semillas recubiertas por ambas cepas, siendo la cepa Th118 la de mejor
comportamiento (Figura 1). La proteccion se mantuvo hasta el estado de macollaje. En

cuanto al rendimiento, si bien no hubo diferencias significativas entre tratamientos, las



plantas provenientes de semillas recubiertas con las cepas ThScc y Th118, mostraron un

incremento en el rendimiento de 432,28 Kg/m2 y 221,80 Kg/m2 respectivamente
(Figura 2).

Figura 1

4,5 -

3,5 1

25 B % Mecrosis

m %Picnidios

0 T T T T T 1
Testigo  fungicida T1 T2 T3 T4

Porcentaje de Necrosis y Cobertura picnidial en Hoja 2. Referencias: Testigo: plantas inoculadas con Septoria
tritici. T1: semilla recubierta con Th5cc e inoculadas; T2: semilla recubierta con 7Th/18 e inoculadas; T3: semilla
recubierta con ThS5cc + asperjado: T4: Semilla recubierta con Th118 y luego en macollaje asperjadas con una

suspension de conidios de Trichoderma.
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Rendimiento en kg/ha. Referencias: Testigo: plantas inoculadas con Septoria tritici. T1: semilla recubierta con
Th5cc e inoculadas; T2: semilla recubierta con 74118 e inoculadas; T3: semilla recubierta con Th5cc + asperjado:

T4: Semilla recubierta con Th118 y luego en macollaje asperjadas con una suspension de conidios de Trichoderma.

4. Transferencia y/o impacto

Las cepas de Trichoderma sp. (ThScc y Th118) se estan evaluando desde el afio
2010 en diferentes ensayos a campo, con resultado muy promisorios. Este Trabajo se
realizo para evaluar la efectividad del uso del antagonista aplicado en la semilla como
recubrimiento de la misma y observar si el control de la enfermedad se mantiene hasta
cosecha, sin necesidad de realizar una nueva aplicacion aérea en macollaje. Los valores
de rendimiento del cultivo confirman esto, de manera que podemos recomendar el uso
del antagonista solo aplicado a la semilla, si se tiene en cuenta que se llega a un

incremento de hasta 400kg/ha en el rendimiento.

5. Conclusiones

Estos resultados resultan promisorios para considerar a Trichoderma sp. como un
agente bioldgico para controlar la septoriosis del trigo, ya que con solo el recubrimiento
de las semillas, se logra una proteccion de las plantas hasta macollaje e incrementos en

el rendimiento.
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