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RESUMEN

La caracterizacion integral e identificacion de aislamientos es una premisa
indispensable en la seleccion de agentes de control bioldgico. El presente trabajo tuvo
como objetivos identificar y seleccionar a partir de la caracterizacion fisioldgica,
patogénica, morfo-cultural, bioquimica y molecular, aislamientos de Trichoderma como
posibles agentes de control de fitopatégenos. En base a los resultados in vitro, en
casa de malla y canteros, se seleccionaron tres aislamientos (T. 17, T. 75, T. 78) con
alto potencial antagonico para el control de Rhizoctonia solani Kiihn. En condiciones de
campo se determin6é que la aplicacion de estos aislamientos se debe efectuar a las
posturas y/o en el primer estrés hidrico. Los aislamientos de mejor respuesta (T. 17 y
T. 78) mostraron una eficacia superior al 70% en el control de R. solani a las dosis de

1011 conidios.ha™l. Estos presentaron variabilidad ante los factores temperatura y pH,
pero de forma general, el crecimiento y la esporulacion de los aislados se favorecieron
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a las temperaturas de 25 y 30°C, y 30°C, respectivamente, independientemente del
pH. Este ultimo, no es un factor limitante para el desarrollo de los aislamientos. Los
productos metamidofos Yy bispiribac-sodio fueron compatibles y azoxistrobina,
cipermetrina, cihalotrin, fenoxaprop-p-etilo se consideran medianamente compatibles
con los aislamientos del antagonista. De acuerdo al efecto residual de los cuatro
herbicidas la aplicacion de estos aislamientos (T. 17 y T. 78) debe realizarse
después de 7 y 14 dias, posterior a la aplicacion de los herbicidas,
respectivamente. El aislamiento T. 17 alcanzé los mayores niveles de actividad
glucanasa, mientras que, T. 78 mostré los mas altos de quitinasa. La identificacion de
estos aislamientos como T. asperellum, basado en la similitud de las secuencias
obtenidas de la amplificacién del ITS de la region del ADNr y del factor de elongacion
(tefl) con las depositadas en las bases de datos TrichoBLAST y TrichOkey2/ GenBank
con 100% de identidad, constituy6 la primera notificacion de esta especie en el pais.
Los aislamientos tuvieron variabilidad morfocultural y molecular, aspectos de gran
importancia para la identificacion y autenticacién de los aislamientos, lo que se informé
por primera vez para este género en el pais. Ademas, estos mostraron variabilidad en
su capacidad antagonica frente a Curvularia lunata (Wakker) Boedijny, Bipolaris.
Oryzae (Breda de Haan) Shoemaker y Fusarium. o. f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C.
Snyder y H.N. Hans, destacandose con grado 1 de la escala de Bell et al. Ta. 17 frente
a F. o. f. sp. lycopersici y en micoparasitismo Ta. 78 con penetracion de sus hifas
en la de los tres patdgenos. Estos resultados constituyen la primera caracterizacion
fisioldgica, morfo-cultural, bioquimica, molecular y patogénica de forma integrada, de
aislamientos autéctonos de Trichoderma, lo que permitid la seleccion y caracterizacion
de la cepa Ta. 78 de T. asperellum con alto potencial biorregulador de R. solani
fitopatégeno en el cultivo del arroz.

COMUNICACION CORTA

Introduccion

En el mundo se conoce un grupo importante de hongos y bacterias que presentan
efecto antagonico sobre otros microorganismos. Los antagonistas presentan diferentes
modos de accidbn que permiten la atenuacion de dafios causados por las
enfermedades. Trichoderma es uno de los géneros mas ampliamente utilizado
(Fernandez, 2001), por su rapido crecimiento, amplia plasticidad ecologica, efecto
estimulante e inductor de resistencia sistémica en la planta ante diferentes
patogenos (Harman, 2004; Cervantes, 2007). La identificacion de especies, basada
solo en caracteres morfoldgicos trajo como consecuencia errores en la notificacion de
las mismas. Los trabajos realizados hasta 1985 se basaron fundamentalmente, en
caracteres morfolégicos. Posteriormente, se profundiz6 en la identificacion de
Trichoderma viride Pers. ex, por vias moleculares. Lieckfeldt et al. (1999) encontraron
que estaba constituida por dos tipos morfolégicamente distintos (tipo | y 1) y
distinguieron al tipo | como el "verdadero" T. viride y al tipo Il caracterizado y
definido molecularmente como nueva especie, Trichoderma asperellum Samuels,
Lieckfeldt & Nirenberg. Entre los problemas que afectan el incremento de la produccién
en los cultivos estan las enfermedades. En Cuba, se seleccionaron cepas nativas de T.
harzianum (A-34, A-53) y T. viride (TS-3, C-66) por diferentes técnicas, y se
incorporaron a diferentes manejos de cultivos para el control de enfermedades
fungosas en: tabaco, hortalizas, platano y flores, con resultados satisfactorios
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(Stefanova et al., 2001; Muifio et al., 2006; Ferrer et al., 2006; Pérez et al., 2009).
En arroz, en los Ultimos afios destaca el Tizon de la vaina (Rhizoctonia solani
Kihn), considerada una de las principales enfermedades del cultivo, cuyas pérdidas
pueden alcanzar hasta el 40% (MINAGRI, 2006; Andnimo, 2016). Sobre la base de
estos antecedentes, con el fin disminuir la incidencia de este patdgeno y el impacto al
medio por aplicacion de agroquimicos, se propuso como objetivos seleccionar,
identificar y caracterizar patogénica, bioquimica y molecularmente aislamientos de
Trichoderma para el control de R. solani en arroz.

Desarrollo

Ensayo en laboratorio

Cultivo Dual (Bell et al., 1982) ---- Se probaron 59 aislamientos de Trichoderma en base
a los mecanismos de accion: antibiosis, competencia por el sustrato y micoparasitismo,
frente a R. solani.

Criterios de seleccién
Ubicacioén de los aislamientos en la clase 1 de la escala de Bell.

El Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) del patdgeno en cultivo dual
superior al 10% y al 60 % a las 24 y 72 horas de evaluacion, respectivamente.
Presencia de micoparasitismo (al menos dos formas de interaccion hifal).

Ensayo de eficacia en casa de malla 'y en canterost ecnificados

Se evaluo la Eficacia Técnica (ET) de 11 aislamientos seleccionados por su
antagonismo in vitro (CD) en casa de malla y de estos, siete en cantero tecnificado,
bajo los criterios que la ET fuera igual o superior al 50% para casa de malla y 90%
para canteros tecnificados, y ausencia de esclerocios en las plantas analizadas
para ambos casos.

Ensayo de eficacia a campo abierto

Se probaron en campo, tres aislamientos seleccionados de la evaluacion en canteros
tecnificados, sobre la base de la diferencia estadistica entre los tratamientos (cepas),
para cada momento y/o dosis de aplicacion, y que mostraran una ET superior al 60 %.

Caracterizacion de aislamientos seleccionados sobre las bases:

Fisiologica (efecto de las temperaturas-pHs en el desarrollo del antagonista),
compatibilidad con agroquimicos, bioquimica (actividades enzimaticas), morfo-cultural
[se realiz6 segun Rifai (1969) y Gams y Bisett (1998)], molecular (andlisis por RAPD) y
patogénica (antagonismo in vitro sobre otros patdégenos).

Identificacion molecular de los aislamientos selecc ionados (comparacion de las
secuencias de los ITS y del factor de elongacion - tefl con las de las bases de datos
TrichoBLAST y TrichOkey2/ Genbank).

Resultados

La actividad antagdnica mostro que el 93,22% de los aislamientos presentaron alta
capacidad antagbénica (competencia y parasitismo fundamentalmente  Figs. 1A y 1B),
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con un porcentaje de inhibicibn entre 60 y 64%, y el 18% evidencié el proceso
micoparasitico completo. (Referencias 1, 2y 3)

Rhizoctenia colonizadd

Figura 1A Cultivo dual de R. Figura 1B Hifa de R. solani
solani y Trichoderma sp. parasitada por Trichoderma sp.

En casa de malla, siete aislamientos mostraron una eficacia técnica superior al 50% y
no se observo la formaciéon de esclerocios en el tejido vegetal. Estos se evaluaron en
canteros tecnificados, resultando promisorios tres de ellos con una eficacia técnica
superior al 90% para evaluar en condiciones de produccién (Tabla 1). (Referencia
2).

En condiciones de produccion las cepas seleccionadas tuvieron la mayor eficacia en
la inoculacion a las posturas y en la aplicacion en el primer estrés hidrico (Figura 2A).
La eficacia técnica de las aplicaciones fue superior al 70%, sobresaliendo la cepa T. 78

a la dosis de 1011conidios.ha™t (Figura 2B). (Referencia 3 y 14).

Tabla 1 Eficacia Técnica de Irichoderma sp. en el confrol de R solani en condiciones de canteros

tecruficados
Eficacia técmica
Aislados de T. Canters 1-80 dias Cantero 2-100 dias
T Original (%) 7 Tramsf. T Original {%4) = Tramsf.
TAT aTn 285 a 224 262 &b
T27 8230 250 sb 244 238 b
T.a32 750 20 b 340 136 b
T.56 26,0 2,55 b 852 241 b
T.75 2.0 247 &b 6.4 200
T.78 84.0 251 ab 93,2 265 ab
TAl 740 212 b 84,0 241 b
ESy 0.065* 0039+
Miedia: con letras diferentes difieren sismificativamente denro de 1a columna segun Takey (p=10,05).
A) ®)
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Medias con letras diferentes difieren significativamente, s Gn Tuk y (p<0 05). De forma
general, el crecimiento in vitro de los dos aislamientos (T. 17 y T. 78) es menor a 20

y 359C, excepto para el T. 78 a 20°C, y se favorece a 25 y 30°C. El pH (4-9) no
tuvo influencia decisiva en el crecimiento de los aislamientos, excepto para algunos
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puntualmente. Respecto a la esporulacion, se observé que los aislamientos presentan
la mayor esporulacion a 30°C y en algunas variantes a 250C para T. 78. Este tiene un
crecimiento y esporulacién aceptables para las temperaturas 20, 25 y 30°C. Los

aislamientos seleccionados crecieron muy poco y no esporularon a 350cC. (Referencia
5). Los plaguicidas afectan los diferentes procesos biolégicos (germinacion de
conidios, crecimiento y esporulacion) de las cepas de forma diferenciada. Los productos
metamidofos y bispiribac-sodio fueron compatibles, y azoxistrobina, cipermetrina,
cihalotrin, fenoxaprop-p-etilo se consideran medianamente compatibles con los
aislamientos del antagonista. La cepa T. 78 mostr6 mayor compatibilidad con los
productos. De acuerdo al efecto residual de los herbicidas probados, la aplicacion de
estos aislamientos (T. 17 y T. 78) debe realizarse después de los 7 y 14 dias,
respectivamente, posterior a la aplicacion de los herbicidas (Referencias 9 y 10). En
cuanto a la actividad enzimatica, el aislamiento T. 17 alcanzé los mayores
niveles de actividad glucanasa, mientras que, T. 78 mostré los mayores valores de
actividad quitinasa. (Referencias 6, 7 y 8).

Este resultado corrobora la capacidad antagonica del aislamiento T. 78 sobre el
patégeno R. solani, que presenta un contenido significativo de quitina en su pared. De
la comparacién de las secuencias de los amplicones del Espaciador Interno del
Transcrito (ITS) del ADNr y del factor de elongacion, con las secuencias existentes en
las bases de datos TrichoBlast/GenBank y TrichOkey2, se identificaron los aislamientos
como Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg, especie notificada por
primera vez para el pais. (Referencias 11 y 12). Los aislamientos mostraron capacidad
antagonica frente C. lunata, B. oryzae y F. o. f. sp. lycopersici, destacandose con
grado 1 de la escala de Bell et al. el Ta. 17 frente a F. o. f. sp. lycopersici.
(Referencia 5). El efecto micoparasitico fue mayor para Ta. 78 con penetracion de
sus hifas en la de los tres patdégenos. Los resultados demuestran el potencial como
agente de control biolégico del aislamiento Ta. 78. Se logré, mediante una evaluacién
estructurada de los atributos biolégicos relacionados con el potencial de los
aislamientos como control bioldgico, la seleccién efectiva de la cepa Ta. 78 eficaz para
el control del Tiz6n de la vaina en arroz. (Referencias 4, 13 y 14). Variabilidad
morfocultural y molecular de los aislamientos selec cionados

Los aislamientos de Trichoderma mostraron caracteristicas comunes: colonias con
crecimiento circular uniforme, inicialmente blanquecinas, presencia de hifas hialinas
septadas, conidiéforos en penachos compactados en forma piramidal, conidios
ligeramente rugosos. Presencia de clamidosporas intercalares y terminales. Estos
resultados coinciden con reportes realizados por Samuels et al. (1999) y Sriram et al.
(2013) para la especie. No obstante, los aislamientos presentaron diferencias en la
textura y coloraciéon de las colonias, en la morfometria de los conidios y en la
arquitectura de los conidioforos.

Los datos generados por los RAPD arrojaron una evidencia mas de la variabilidad
intraespecifica entre las cepas Ta. 17 y Ta. 78, al ubicarse en grupos diferentes (Fig. 3).
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Meétodo de Jaccard
| . Figura 3. Agrupanuento de cepas de I asperellum basado en el

nu  polimorfismo por RAPD por método de Jaccard
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El iniciador OPE-14 amplificO dos bandas en Ta.l1l7 que lo diferencia de Ta.78 y
OPH-19, produjo una banda en Ta.17 que lo distingue del resto de los aislados
incluyendo al Ta. 78, diferencias que puntualizan dicha variabilidad que puede ser
usada para la deteccién de estos.. Estos resultados tienen importancia para el disefio
de cebadores especificos, para la identificacion de dichas cepas, aspecto primordial
para la autenticacion, proteccion, y monitoreo de una cepa en campo. Otros autores
detectaron variabilidad intraespecifica mediante iniciadores arbitrarios (Latha y
Mukherjee, 2002; Hernandez et al., 2013). Para Cuba, este es el primer informe de
variabilidad molecular de aislados de Trichoderma (Referencia 15).

Originalidad e impacto cientifico:

Por primera vez para Cuba se caracterizan de forma Integral_ patogénico y
bioquimico, aislamientos autdctonos de Trichoderma, lo que permitio la seleccion de
dos cepas con alto potencial biorregulador sobre R. solani patégeno en arroz y otros
cultivos.

Se demuestra que en el desarrollo de los aislamientos de Trichoderma influye mas la
temperatura, que el pH y que existe en los aislamientos especificidad respecto a estos
factores.

Se seleccioné la cepa Ta. 78 completamente caracterizada y con mas de un 70% de
eficacia técnica para el control de R. solani en el cultivo del arroz, con las
especificaciones de momento y dosis de aplicacién, asi como su compatibilidad con los
principales agroquimicos usados en el cultivo.

Se detectaron elevadas actividades glucanasa y quitinasa en las cepas Ta. 17 y Ta. 78,
respectivamente lo que esclarece los modos de accidn de los antagonistas frente a los
patdgenos.

Se logra por primera vez para el pais la identificacion molecular y notificacion de la
especie Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg.

Impacto econémico:

Se ofrece un sistema de seleccion de aislamientos eficaces de Trichoderma para el
control de patégenos fungosos.

La aplicacién de dos cepas con una eficacia técnica superior al 70%, conllevara a la
disminucién de importaciones de fungicidas, y del impacto ambiental que genera el uso
de estos productos.

La aplicacién de las cepas de Trichoderma seleccionadas en condiciones de campo,
adicionalmente mostraron efecto estimulante, que se tradujo en un mayor ahijamiento
en el cultivo, lo que repercute en el rendimiento del arroz.
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