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Resumen

Botrytis cinerea es un importante fitopatdgeno que afecta una
enorme variedad de plantas, siendo el responsable de graves
pérdidas economicas en mas de 200 especies de cultivos en todo
el mundo. Aunque el uso de fungicidas es la estrategia mas usada
para su control, la plasticidad genética de este hongo le permite
desarrollar resistencia. Por tanto, el control bioldgico ha ganado
terreno como un enfoque alternativo o complementario a los
fungicidas. A este respecto, Trichoderma es el género mas
estudiado y con mayor potencial como controlador bioldgico. Por
tanto, la bisqueda y estudio de cepas nativas de Trichoderma con
potencial biocontrolador es una linea de interés para el sector
agricola local y regional. En este trabajo se reporta el estudio in
vitro de la capacidad biocontroladora de un producto comercial, en
comparacion con el potencial antagonista de dos cepas autéctonas
aisladas de suelos de zonas agricolas de los municipios de
Pamplona (TNO1) y Bucarasica (TN02), en Norte de Santander.
La caracterizacion morfolégica determind que ambas cepas se
ubican taxonomicamente en el clado Viride del género
Trichoderma. Mediante la técnica de cultivo dual se determind la
velocidad de crecimiento y el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) de los antagonistas. Los resultados
indicaron que la cepa con mayor potencial para ser usada como
controlador biolégico de Botrytis spp., fue TNOL. Esta cepa mostré
la mayor velocidad de crecimiento apical y consiguié un PICR del
80% al final del experimento, superando lo conseguido por el
producto comercial de referencia. Por su parte, la cepa TN02
mostré una menor capacidad antagénica con un PICR de 55%
después de 12 dias. Lo anterior sugiere el uso de la cepa autdctona
Trichoderma TNO1 para ser ensayada en condiciones de cultivo.

Abstract

Botrytis cinerea is a major plant pathogen that affects a wide range
of plants and is responsible for severe economic losses in more
than 200 crops worldwide. Although the use of fungicides is the
most common strategy for its control, the genetic plasticity of this
fungus allows it to develop resistance. Consequently, biological
control has gained ground as an alternative or complementary
approach to fungicides. In this regard, Trichoderma is the most
studied genus with the greatest potential as a biological control
agent. Therefore, the search and study of native Trichoderma
strains with biocontrol potential is a line of interest for the local
and regional agricultural sector. This study reports the in vitro
investigation of the biocontrol capacity of a commercial product,
in comparison with the antagonistic power of two native strains
isolated from soils in the agricultural areas of the municipalities of
Pamplona (TNO1) and Bucarasica (TN02), in Norte de Santander.
Morphological characterisation determined that both strains are
taxonomically located in the Viride clade of the genus
Trichoderma. The growth rate and the percentage of radial growth
inhibition (PICR) of the antagonists were determined using the
dual culture technique. The results indicated that TNO1 was the
strain with the highest potential to be used as a biological
controller of Botrytis spp. This strain showed the highest apical
growth rate and achieved a PICR of 80% at the end of the
experiment, exceeding that achieved by the commercial reference
product. Conversely, strain TNO2 exhibited a diminished
antagonistic capacity, with a PICR of 55% after a 12-day period.
This observation suggests the potential for the autochthonous
strain TNO1 to be evaluated under cultivation conditions.
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1. Introduccion

Botrytis cinerea (teleomorfo: Botryotinia fuckeliana) es uno
de los hongos fitopatégenos mas importantes del planeta, ya que
puede atacar a numerosas plantas hospedantes, incluidas una
amplia variedad de especies de gran importancia econémica [4].
Por ejemplo, debido a su alta frecuencia y elevado grado de
afectacion sobre los frutos, es el patdgeno mas importante y que
ocasiona las mayores pérdidas econémicas en la industria de la
fresa [10],[25],[30]. En Colombia es uno de los fitopatégenos
mas ubicuos y de mayor importancia, siendo capaz de afectar la
produccién de cultivos tan diversos como la rosa o la mora de
castilla [15].

En las condiciones actuales de produccion agricola, el uso de
fungicidas es la practica predominante para proteger los cultivos.
En el caso de la fresa, se estima que, en las condiciones iddneas
para el desarrollo del hongo, mas del 80% de las flores y los frutos
de la fresa pueden afectarse si las plantas no han sido tratadas con
agroguimicos. Lo anterior ha llevado a que los agricultores,
muchas veces sin asesoria técnica, usen de manera
indiscriminada fungicidas, con las consecuencias que ello puede
ocasionar, a nivel ambiental y de seguridad alimentaria [9]. El
uso continuo de agroquimicos afecta la estructura del suelo, la
fertilidad del mismo y genera acumulacion de compuestos
toxicos en los cultivos [22],[28]. Una de las consecuencias mas
importantes, detectada después de algunos afios de aplicacion, es
que B. cinerea se adapta y adquiere resistencia al fungicida
utilizado [14]. Lo anterior, obliga a que el agricultor tenga que
rotar y diversificar el uso de fungicidas, generando dificultades
técnicas y un incremento en los costos de produccion. El
fendmeno de resistencia a fungicidas es de tal magnitud, que en
Estados Unidos se han encontrado cepas de B. cinerea que son
resistentes a todos los tipos de fungicidas recomendados por el
Comité de Accion de Resistencia a los Fungicidas (FRAC) para
el control del moho gris [10].

El control bioldgico es la alternativa mas recomendable. Los
organismos mas ampliamente estudiados tanto por su capacidad
antagénica como por compartir habitat con los fitopatégenos, son
los hongos de la division Ascomycota [7],[12],[32]. En mdltiples
estudios, Trichoderma ha demostrado ser un excelente
biocontrolador; de hecho, el primer producto de control biolégico
aplicado comercialmente para combatir B. cinerea en fresa, en
sistemas de produccion de invernadero, fue Trichoderma
harzianum (aislado T-39) [5]. Trichoderma contiene numerosas
especies de importancia econémica en diferentes ambitos:
industria,  biorremediacién, o como bioefectores en
biofertilizantes y bioplaguicidas [7],[30],[18]. Dentro de las
especies mas importantes, que han sido reportadas como agentes
controladores biolégicos y que han sido la base para el desarrollo
de productos comerciales tenemos: T. harzianum, T. asperellum,
T. atroviride, T. virens, T. viride, y T. polysporum [5],[30],[19].
Trichoderma ha demostrado una gran capacidad para controlar
B. cinerea, ya sea mediante mecanismos especificos de
interaccion directa entre los dos hongos, o mediante estrategias
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que implican una respuesta indirecta de defensa sistémica de la
planta [19]. No obstante, una de las desventajas de los
microorganismos usados como controladores biol6gicos consiste
en su adaptacion a las condiciones del cultivo que es objeto del
tratamiento. Por tal razdn, el aislamiento, estudio y aplicacién de
cepas nativas constituye una estrategia que puede conseguir
mejores resultados [23]. Por lo anterior, este trabajo presenta los
resultados de un analisis comparativo, realizado en condiciones
de laboratorio, entre un producto comercial para el control
biologico basado en Trichoderma spp. y cepas nativas de
Trichoderma sp. aisladas de suelos de cultivo en Norte de
Santander, para controlar el hongo fitopatdgeno causante del
moho gris.

2. Materiales y métodos
2.1 Aislamiento del agente fitopatdgeno

A partir de plantas enfermas, se recolectaron frutos de fresa
con lesiones tipicas del moho gris. Los aislamientos se
realizaron con una aguja estéril, mediante transferencia
directa de micelio y conidios del tejido del fruto afectado, a
placas Petri con medio de cultivo sélido Agar Papa Dextrosa
(PDA) [2]. Las placas fueron incubadas en oscuridad, durante
5 dias a 25 £ 1 °C. A partir de las colonias aisladas se
obtuvieron cultivos monosparicos en PDA.

Las cepas aisladas y purificadas fueron caracterizadas segln
su morfologia macroscopica y microscépica, siguiendo
criterios  taxonémicos macroscopicos junto con las
observaciones microscépicas de conididéforos, esclerocios y
conidios, que corresponden a las descripciones reportadas
para el género Botrytis [21],[24]. La patogenicidad de los
aislados fue verificada en frutos de fresa sanos, como indica
[11]. Los conidios de la cepa causante del moho gris, fueron
recolectados y almacenados en una solucion de glicerol
(40%) a -20°C. Para efectos del presente trabajo, la cepa
patdgena fue codificada como BC.

2.2 Producto comercial

Como punto de referencia en los analisis, se utilizd el
producto comercial para control biolégico FITOTRIPEN WP
(Trichoderma spp., 1x102 esporas/gramo, 95 % pureza), con
registro ICA N° 4658, y elaborado por Natural Control (La
Ceja, Antioquia). Este producto fue adquirido en un
establecimiento distribuidor de productos agroquimicos de la
ciudad de Pamplona. Para efectos del presente trabajo, fue
denominado FT.

2.3 Aislamiento de las cepas nativas de Trichoderma sp.

Las cepas antagonistas fueron aisladas a partir de muestras
de suelo de cultivo. Los sitios de muestreo se ubicaron en dos
fincas de produccion agricola cuya descripcion se hace a
continuacion. De una parte, la finca “El Cascajal”, con



coordenadas 7°20°46.0” N, - 72°39°29.6” W, y una altitud de
2320 m.s.n.m. Esta finca esta localizada en la Vereda
Monteadentro del municipio de Pamplona, Norte de
Santander. De otra parte, el predio “La Morena Linda”, con
coordenadas 8° 02°28,17” N, - 72°52°06,91” W, y una altitud
de 1552 m.s.n.m. Este predio esta ubicado en el municipio de
Bucarasica, Norte de Santander.

El procedimiento de toma de muestras se realizé en zigzag
dentro de la zona del cultivo, recolectando suelo a una
profundidad de 20 -30 cm, empleando para ello un barreno
de cultivos. Muestras de aproximadamente 300 g se
almacenaron en recipientes estériles, que se mantuvieron
bajo condiciones de refrigeracion hasta ser procesadas. Cada
muestra fue procesada segln lo sugerido por [27]. A partir
de colonias aisladas se obtuvieron cultivos monosporicos en
PDA, los cuales fueron almacenados y conservados en una
solucidn de glicerol (40%) a -20°C [1].

2.4 Caracterizacion fenotipica de las cepas nativas

Cultivos axénicos de los aislamientos fueron analizados a
nivel macroscopico y microscopico. La caracterizacion
fenotipica se realiz6 usando el anamorfo de las cepas y
siguiendo lo sugerido por [13],[16]. Caracteristicas
microscdpicas como morfologia, tamafio y disposicion de los
conidios y fidlides, también fueron consideradas. Las cepas
nativas descritas en este trabajo fueron denominadas TNO1 y
TNO2. De otra parte, la tasa de crecimiento apical in vitro se
determin6 en medio PDA, seglin metodologia propuesta por
[31], por triplicado en tres experimentos independientes.

2.5 Evaluacion de la actividad antagonista in vitro

La evaluacibn de la accion antagénica de los
biocontroladores contra el fitopatégeno, se realizé6 mediante
el enfrentamiento en cultivo dual de los dos microorganismos
(patégeno - antagonista) en placas de Petri de 90 mm de
didmetro sobre medio de cultivo PDA. Los enfrentamientos
se configuraron de la siguiente manera: TNO1+BC,
TNO2+BC y FT+BC. Tanto el patégeno, como el
antagonista, fueron inoculados por puncién de manera
equidistante del borde de la placa a 1cm sobre el medio de
cultivo, segin lo indica [27]. En cada uno de los
enfrentamientos se utilizaron cuatro placas Petri: tres con el
antagonista y una placa control sin el antagonista. El
experimento se desarrollé bajo un disefio completamente
aleatorizado, con tres réplicas por cada uno de los
tratamientos, con sus correspondientes controles. Los
ensayos fueron repetidos en tres ocasiones diferentes. La
unidad experimental estuvo representada por una placa Petri
con medio PDA. Las placas con los microorganismos se
incubaron en oscuridad a 25°C + 1°C. La medicién del
didmetro y radio de las colonias flngicas en crecimiento se
hizo cada 24 h durante 12 dias, con la ayuda de un calibrador
“Pie de Rey”.
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La competencia por espacio y nutrientes fue evaluada
mediante el calculo del porcentaje de inhibicién de
crecimiento radial (PICR), usando la siguiente férmula

PICR =*=2x100; donde R1 es el radio del patogeno en

condiciones control y R2 es el radio del patégeno en
enfrentamiento [7]. El PICR fue calculado a los 6 y 12 dias
de enfrentamiento.

El grado de antagonismo fue evaluado al final de los ensayos,
considerando la proporcion de invasién del antagonista sobre
la superficie del micelio de la colonia del fitopatégeno. Para
ello se usé la escala cualitativa propuesta por [8] (Tab.1).

El seguimiento de los enfrentamientos se realiz6 de dos
maneras: mediante observacion directa de las placas, como
ya fue descrito, y a través de observaciones microscépicas
(microscopio Optico ZEISS). Para las observaciones
microscopicas se tomaron secciones de 2x2 mm de medio de
cultivo de la zona de interaccién y se observaron al
microscopio optico.

Tabla 1. Escala cualitativa de evaluacion del grado de antagonismo in vitro.

Capacidad antagénica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patégeno
1 Invasion de 1/4 de la superficie de la colonia del hongo patégeno
2 Invasion de 1/2 de la superficie de la colonia del hongo patégeno

g Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patogeno

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno y

esporulacion sobre ella.

2.6 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron bajo un disefio
completamente aleatorizado, con tres réplicas bioldgicas y
tres réplicas técnicas. La normalidad de los datos se verifico
mediante la  prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Posteriormente, se realizaron analisis de varianza (ANOVA)
y pruebas de rangos mdltiples de Tukey utilizando el paquete
estadistico SPSS wversion 23. El nivel de significancia
utilizado para todas las pruebas fue del 5% (p< 0,05).

3. Resultados y discusion.

3.1 Aislamiento y caracterizacion morfolégica del hongo
fitopatdgeno.

En las plantas enfermas, se observaron flores con lesiones de
color café en los pétalos y el pedunculo (Fig.1A). En el caso
de los frutos, las lesiones implicaron una coloracién marrén
en zonas blandas y deprimidas, que posteriormente se
cubrieron con un color grisaceo (Fig.1B). Estas lesiones
corresponden a las lesiones tipicas causadas por B. cinérea
[25]. A partir de los frutos lesionados se obtuvieron colonias
aisladas en medio PDA.
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Figura 1. Plantas de fresa (Fragariaxananassa) con signos de la

enfermedad causada por B. cinerea. A. Lesiones tipicas en flores. B. Lesion
clésica en el fruto.

Las colonias formaron micelios aéreos blancos grisaceos
esponjosos en PDA, cubriendo la placa Petri después de 5
dias a 25°C en oscuridad. Después de 7 dias de incubacion se
observaron condiéforos con conidios maduros y el micelio
adquirié una tonalidad grisacea. Posteriormente el micelio
pas6 a una coloracién ocre-marrén y, después de 14 dias, se
observaron esclerocios negros de morfologia plano convexos
(Fig.2A). La longitud de estos esclerocios varié entre 1,0 -
4,8 mm; con un ancho entre 1,0 y 55 mm. A nivel
microscépico se observaron hifas septadas. Los conidiéforos
estaban ramificados, solitarios o agrupados, de color gris a
marrén en su parte superior, con una longitud de 610 - 2000
pm y un ancho de 5 - 15 um (Fig.2B). De otra parte, se
observaron conidios unicelulares, hialinos a marrén claro y
con forma ovalada. El tamafio de los conidios oscil6 entre 6,5
a 14 pm de largo por 4 a 6 pm de ancho.

Figura 2. Caracterizacién morfoldgica de la cepa BT (Botrytis sp.). A.
Colonia del aislado BC en Agar PDA, incubado en oscuridad a 25°C durante
14 dias. Se aprecia la coloracién tipica del micelio y la presencia de
esclerocios. B. Observacion microscopica en fresco con un aumento de
400X. Hifas hialinas septadas y conidioforo con conidios ovalados.

Segun los criterios taxondémicos usados, la cepa descrita
pertenece al género Botrytis. La descripcién fue consistente
con reportes previos de B. cinerea [21],[24]. La cepa asi
obtenida y caracterizada fue denominada BC para los andlisis
posteriores.

3.2 Descripcion morfolégica del producto comercial.

El producto comercial fue sembrado en medio Agar PDA y
su morfologia fue descrita segln lo indicado por [13]. En los
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primeros dias de cultivo se observo que el micelio aéreo fue
hialino a blanco, con aspecto variable entre aracnoideo a
lanoso. Con el paso de los dias, la esporulacion se evidencio
por la formacién de pustulas compactas en diferentes tonos
de verde (verde limén a verde oscuro), sin un claro patrén
concéntrico. A los 14 dias la parte central de la colonia
presentd una variacién en su coloracion tornandose a un
blanco grisaceo y amarillento (Fig.3A). Al microscopio se
encontraron conidioforos con frecuentes ramificaciones
laterales, mientras que las fidlides fueron de lageniformes a
ampuliformes. Por su parte los conidios presentaron paredes
variables y con diversidad de formas, desde ovoides hasta
globosos (Fig.3B). En la segunda semana de cultivo se
observaron clamidosporas de forma variable en ramas
laterales cortas de hifas vegetativas, de un color amarillo
palido, tonalidad que fue transmitida al micelio después de
dos semanas de incubacion (Fig.3A).

Figura 3. Morfologia macroscépica y microscopica del agente bioldgico del
producto comercial. A. Crecimiento en Agar PDA, incubado en oscuridad a
25°C durante 14 dias. Se aprecia la coloracion tipica derivada de la presencia
de clamidosporas. B. Observacion de conidiéforos y conidios en montaje en
fresco con tincion de azul de lactofenol. Aumento 400X.

La variabilidad en las caracteristicas observadas, tanto a nivel
macroscopico como microscépico, permitio establecer que el
producto comercial analizado efectivamente contiene una
mezcla de dos 0 mas especies, tal y como se declara en la
ficha técnica. Sin embargo, el analisis fenotipico confirmé
que, en cualquier caso, se trata de especies pertenecientes a
la “seccion Trichoderma” del género Trichoderma. En
ocasiones, a nivel experimental en campo, la aplicacion de
consorcios 0 mezclas de varios microorganismos presentan
mejores resultados que el uso de una Unica especie [6], por
ello se encuentran en el mercado productos basados en
mezclas de especies de biocontroladores. Para efectos del
presente trabajo, este agente bioldgico fue denominado FT.

3.3 Aislamiento y caracterizacion fenotipica de las cepas
nativas de Trichoderma sp.

El aislamiento se hizo a partir de muestras de suelo de dos
fincas de produccion agricola (ver materiales y métodos). De
cada una de estas fincas se obtuvo una cepa candidata en
condiciones axénicas, para ser evaluada. Estas cepas fueron
denominadas TNO1 (Pamplona) y TNO2 (Bucarasica). La



caracterizacion fenotipica se realizé siguiendo lo sugerido
por [13]y [16].

El anélisis fenotipico de la cepa TNO1 permitié establecer
que, en medio PDA, presenta un micelio aéreo algodonoso,
de réapido crecimiento vegetativo y que gana en densidad con
el tiempo. Su coloracion es blanca tanto por el anverso como
por el reverso (Fig.4A). En la segunda semana de incubacién
se genera un patron concéntrico de esporulacién con un borde
blanco y un centro con escaso micelio aéreo. De otra parte,
se observaron conidiéforos mono y biverticilados simétricos,
los principales con una longitud entre 30- 100 pm y un ancho
de 1- 2 um, y los secundarios con una longitud entre 12- 30
pm y un ancho de 2 pm. Los conidiéforos pueden formar
angulos agudos a rectos con las hifas centrales (Fig.4B). Las
fidlides presentaron forma de botella con un ancho de 1- 2
pm y un largo entre 5- 10 um, con conidios verde claro de
cilindricos a elipsoidales de 3- 4 um de largo y un ancho de
2- 3 pm.

Figura 4. Caracteristicas fenotipicas de la cepa TNO1. A. Crecimiento en
Agar PDA, incubado en oscuridad a 25°C durante 7 dias. Fenotipo de rapido
crecimiento. B. Observacion de conidiéforos en montaje en fresco con
tincion de azul de lactofenol. Aumento 400X.

Las caracteristicas fenotipicas permiten inferir que se trata de
una cepa perteneciente al clado Viride [13],[26]. El andlisis
de la velocidad de crecimiento y las caracteristicas
microscépicas permiten proponer que la cepa pertenece al
subclado Koningii [19].

En el caso del andlisis morfologico de la cepa TNO2, se
observo micelio blanco, algodonoso a flocoso, abundante en
el centro de la colonia. La esporulacion le confirio un color
verde oscuro y abundante micelio aéreo color blanco
(Fig.5A). En el andlisis microscopico se pudo determinar la
presencia de hifas septadas hialinas, con un ancho entre 4- 5
um, ademas de conidi6foros mono y biverticilados simétricos
(Fig.5B). Las fidlides tuvieron forma de pino con un ancho
de 3 um y un largo entre 6- 12 um. Los conidios fueron
subglobosos a elipsoidales cortos, con un largo entre los 3- 5
um y un ancho de 3 pm. Los conidios maduros adoptaron un
color verde oscuro. Estas caracteristicas fenotipicas permitio
ubicar al aislado TNO2 dentro del clado Viride [13],[26].
Posteriormente, el analisis de las caracteristicas
morfologicas, a nivel microscopico, y segun los criterios
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taxonoémicos basados en el anamorfo permite postular que la
cepa TNO2 hace parte del subclado Viride de este género[19].

K s

Figura 5. Caracteristicas fenotipicas de la cepa TNO2. A. Crecimiento en
Agar PDA, incubado en oscuridad a 25°C durante 14 dias. Se observa el
borde verde oscuro. B. Observacioén de conidiéforos, fialides y conidios en
montaje en fresco con tincién de azul de lactofenol. Aumento 400X.

Cabe mencionar que, en la Gltima revision a gran escala de la
taxonomia del género Trichoderma, se redefinié el clado
Viride anteriormente seccion Trichoderma) [19],[26]. Por lo
que actualmente este clado es el mas amplio y diverso del
género. De otra parte, la elevada homoplasia morfoldgica del
estado sexual, dificulta la identificacion en el género
Trichoderma, esto hace que las caracteristicas fenotipicas del
estado asexual (anamorfo) sean fundamentales para
identificar taxondmicamente una cepa [26]. Debido a lo
anterior, en el presente trabajo las aproximaciones
taxondémicas de ambas cepas (TNO1y TNO2) se han realizado
con el fenotipo de su anamorfo. La identificacion a nivel de
especie se debe realizar en conjunto con los datos de
secuencias moleculares y esta fuera del alcance del presente
trabajo.

3.4 Determinacion de las tasas de crecimiento vegetativo.

Adicionalmente, y de manera complementaria a la
caracterizacion fenotipica, se realiz6 un analisis comparativo
de la velocidad de crecimiento apical en PDA (Tab.2). Se
evaluaron las cuatro cepas usadas en este trabajo. De todas
ellas, las cepas TNO1 y TNO2 (nativas de Trichoderma sp.)
fueron claramente las de mayor velocidad de crecimiento; de
hecho, la cepa TNO1 registrd la tasa mas elevada de
crecimiento (p< 0,05), lo cual es consistente con las
caracteristicas del subclado taxonémico (Koningii) en el que
fue ubicada [30]. Por su parte, el agente biologico del
producto comercial, mostré una elevada variacion en los
datos de velocidad, comportamiento que refleja la
heterogeneidad de su composicion. Finalmente, el agente
fitopatdgeno (Botrytis sp.) presentd los valores més bajos de
crecimiento vegetativo (p< 0,05), lo cual se puede constituir
en una desventaja para los ensayos “in vitro”. La tasa de
crecimiento en medios de cultivo sélido, por parte de aislados
de B. cinerea es muy variable; [3] reportaron cepas que
mostraron una gran variabilidad en sus tasas de crecimiento
en PDAy MEA. Sinembargo, para el género Botrytis, la tasa



de crecimiento de la cepa BC se considera una velocidad
habitual de crecimiento si la comparamos con tasas
reportadas en estudios recientes para B. cinerea, en similares
condiciones a las de este trabajo [20].

Tabla 2. Tasas de crecimiento apical de las cepas objeto de estudio.
Promedio (mm/h)  Desviacion estandar

Cepa flngica

TNO1 (Trichoderma sp.) 0,8225° 0,0237
TNO2 (Trichoderma sp.) 06811° 0,0445
FT (Producto comercial) 0,6021 0,0863

0,4934 ¢ 0,0518

BC (Botrytis sp.)
Fuente: Autores

3.5 Evaluacién de la actividad antagénica “in vitro”

Con el fin de comparar las capacidades biocontroladoras del
producto comercial FT con las cepas nativas (TNO1 y TN02)
se realizaron bioensayos duales en medio PDA. Al analizar
los datos de PICR obtenidos al sexto dia de incubacién, se
pudo establecer que la cepa TNO2 mostré la menor capacidad
antagonica in vitro, con valores de PICR cercanos al 40%;
mientras que la cepa TNO1 demostré poseer la mayor
actividad antagénica con aproximadamente un 75% de PICR
(Fig.6). Por su parte, el producto comercial registré valores
de PICR en torno al 52%. Si comparamos estos resultados
con los obtenidos al decimosegundo dia, podemos constatar
gue el PICR se incrementd, especialmente con las cepas
TNO2 y FT; sin embargo, el potencial antagonico de cada
cepa en relacion con las demas no presentd cambios. Asi, se
observd como la cepa TNO1 conseguia valores de inhibicion
ligeramente superiores al 80%, mientras que el producto
comercial de referencia apenas conseguia promediar valores
cercanos al 70%. En el caso de TNO2, los datos de PICR
estuvieron en torno a un 55%, corroborando su menor
capacidad antagonica.
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Figura 6. Comparacion del efecto antagénico, medido como %PICR, de dos
cepas nativas de Trichoderma sp. (TNO1 y TNO2) y un producto comercial
(FT), contra Botrytis sp.
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Fuente:Autores

En sintesis, la cepa nativa TNO1 demostré una mayor
actividad antagonica in vitro que el producto comercial (FT),
y éste a su vez presentd mejor antagonismo que la cepa TN02

(Fig.6).

Adicionalmente, el grado de antagonismo se determind
cualitativamente usando una escala de criterios usada por [8]
que establece 5 grados, desde 0 hasta un maximo de 4
(Tab.1). Al analizar los resultados de la aplicacién de esta
escala, se observé que los antagonistas TNOl y FT
alcanzaron un antagonismo grado 4, que se manifiestd con la
invasion total de la superficie de la colonia del fitopatogeno,
esporulando sobre ella (Tab.3). No obstante, TNO1 mostré un
mayor poder antagonico ya que al cuarto dia de incubacién
habia colonizado completamente la superficie de la colonia
de Botrytis sp.; mientras que el producto FT consiguié
colonizar y esporular sobre la colonia del fitopatdgeno,
después de 12 dias de incubacién. Por su parte, y en
concordancia con lo presentado en la Fig. 6, la cepa TN02
mostro la menor capacidad antagdnica con una valoracién de
0, lo que implica que no consiguio6 ningdn tipo de invasion de
la superficie de la colonia de Botrytis sp. (Tab.3).

Tabla 3. Grado de antagonismo de las cepas de Trichoderma
Grado Capacidad antag6nica

Ninguna invasion de la
superficie de la colonia de
Botrytis sp.

Invasion total de la superficie
de la colonia de Botrytis sp. y
esporulacion sobre ella
Invasion total de la superficie
de la colonia de Botrytis sp. y
esporulacion sobre ella

Antagonista

TNO2 (Trichoderma sp.) 0

FT (Producto comercial) 4

TNO1 (Trichoderma sp.) 4

Fuente: Autores

Muchas especies del género Trichoderma han mostrado una
buena capacidad para controlar B. cinerea, ya sea mediante
mecanismos indirectos, de resistencia sistémica de la planta
inducida por el antagonista, o por mecanismos especificos de
interaccion directa [18]. Estos ultimos, son los mecanismos
gue se ponen a prueba en los ensayos duales en medios de
cultivo; entre estos, los mas frecuentes son: la competencia
por nutrientes y espacio, el micoparasitismo y, la produccion
de metabolitos y enzimas [19]. Si bien, el grado de
antagonismo alcanzado por el producto comercial y, en
especial, por la cepa TNO1, permitid6 suponer que el
micoparasitismo hacia parte del efecto antagonico observado,
las observaciones microscopicas no permitieron confirmar
fehacientemente esta hipétesis. Ademas, cabe sefialar que
TNO1 fue la cepa de mayor tasa de crecimiento apical en
PDA (Tab.2), lo que posiblemente favorecidé una répida
respuesta frente al fitopatdgeno y le permiti6 competir
nutricionalmente de mejor manera logrando un PICR de 75%
al sexto dia de ensayo, valor que el producto comercial
apenas pudo conseguir después de doce dias de incubacion.
Asi las cosas, se postuld que la cepa TNO1 compite



eficientemente por nutrientes y espacio en el medio de cultivo
utilizado y que la invasion de la colonia de Botrytis sp. puede
estar mediada por la produccion de metabolitos y/o enzimas
que afectan al fitopatdgeno. Sin embargo, la comprobacién
experimental de esta Ultima hipétesis, estd fuera del alcance
del presente trabajo.

4. Conclusiones

Se describieron morfolégicamente dos cepas nativas aisladas
de zonas agricolas de los municipios de Pamplona (TNO1) y
Bucarasica (TN02). El andlisis fenotipico permitio establecer
con certeza que ambas cepas pertenecen al clado Viride del
género  Trichoderma. Adicionalmente, caracteristicas
fenotipicas especificas permiten postular que la cepa TNO1
pertenece al subclado Koningii, mientras que la cepa TNO2
se ubica en el subclado Viride.

Los enfrentamientos duales revelaron que la cepa con mayor
potencial para ser usada como controlador biolégico de
Botrytis sp. fue la cepa nativa TNOL. Los resultados indican
gue su capacidad antagonica, no sélo es claramente superior
a la cepa TNO2, sino que ademé&s superd al producto
comercial de referencia con el cual fueron comparadas. Estos
resultados nos permiten considerar el uso de TNO1 en
experimentos en condiciones de campo abierto, para
constatar el potencial demostrado en el laboratorio.
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