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Resumen En este estudio se investigd el efecto sobre la produccion de apotecios y la
capacidad para parasitar a los esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum de los
antagonistas Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii; Gliocladium roseum
y Chaetomium globosum. A tal fin se prepararon bandejas con suelo estéril,
cada una de ellas se inoculd con esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum mas el
medio de cultivo donde se habia desarrollado el antagonista. Las bandejas se
mantuvieron en invernadero, la evaluacion se realiz6 a los 30, 60 y 90 dias. Se
evalud la proporcion de germinacion carpogénica, germinacion miceliogénica,
esclerocios parasitados y esclerocios no recuperados (destruidos). El efecto de
los antagonistas sobre la germinacion carpogénica de los esclerocios fue eviden-
te al cabo del primer mes para todos los tratamientos. A los 60 y 90 dias, T. har-
zianum; T. koningiiy G. roseum mantuvieron el efecto inhibidor, no asi
C. globosum, ya que no mostro diferencias significativas con el testigo. Al cabo
del primer mes el porcentaje de esclerocios parasitados fue elevado en las ban-
dejas tratadas con T. harzianum, T. koningiiy G. roseum. G. roseumy T. harzia-
num efectivamente destruyen los esclerocios de S. sclerotiorum.

Palabras clave  Micoparasitismo, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma spp., Gliocladium
roseum, Chaetomium globosum.

Mycoparasites effect on reproductive ability of
Sclerotinia sclerotiorumsclerotia

Summary The ability to parasitise Sclerotinia sclerotiorum and the effect on apothecia pro-
duction was evaluated for the following antagonists: Trichoderma harzianum;
Trichoderma koningii, Gliocladium roseum and Chaetomium globosum. Plastic
trays were filled with of steam-sterilized soil. Each one of them was infested with
sclerotia of S. sclerotiorum and the culture of the antagonists. The trays were
kept in a greenhouse and after 30, 60 and 90 days, evaluations were made. The
rates of carpogenic germination, myceliogenic germination, mycoparasitism and
destruction were evaluated. To assess carpogenic germination, the sclerotia
were put in a growth chamber over moistened filter paper at 20 + 2°C and 12
light hours. The rates of myceliogenic germination and mycoparasitism were eva-
luated on Petri dishes with 2% APD. Antagonists effect on carpogenic germina-
tion was observed one month after the start of the assay. In the evaluation made
at 60 and 90 days, T. harzianum; T. koningii and G. roseum kept inhibitory pro-
perties. Such inhibition was not observed in the trays containing C. globosum.

In the evaluations made at 30 days, mycoparasitism rate was high in the trays
with T. harzianum; T. koningii and G. roseum. G. roseum and T. harzianum des-
troy S. sclerotiorum sclerotia.

Key words  Mycoparasitism, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma spp., Gliocladium roseum,
Chaetomium globosum
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Este patdgeno produce esclerocios que permanez6 desmenuzando el medio de cultivo en el suelo hasta
cen viables durante las condiciones desfavorables. Ellograr una mezcla homogénea. Luego cada una de las ban-
esclerocio puede germinar en el suelo formando miceliodejas se inoculd con diez esclerociosSierotinia scle-
que penetra en las raices produciendo podredumbre yotiorum, los cuales se distribuyeron uniformemente en
marchitamiento o, bajo condiciones ambientales favora-toda la superficie de las bandejas y se enterraron a dos cm
bles, germinar carpogénicamente produciendo apoteciosde profundidad. Para el testigo, se incorporaron los 20
Las ascosporas originadas a partir de los apotecios dgramos del medio de cultivo mas los diez esclerocios. Los
S. sclerotiorunson la principal fuente primaria de indcu- tratamientos fueron los siguientes: a) Testigds.tgclero-
lo para la infeccion en soja [1]. tiorum masT. harzianumc) S. sclerotiorunmasT. koni-

La supervivencia de los esclerociosSlesclerotio- ~ Nigii; d) S. sclerotiorummas C. globosum e)
rum en el suelo no sélo es afectada por condicionesS. sclerotiorummasG. roseum
ambientales como temperatura y humedad del suelo [2], Las bandejas se mantuvieron en invernadero (tem-
sino también por microorganismos habitantes del suelo,peratura minina promedio A6 y maxima promedio 2&
como los hiperparasito€oniothyrium minitans y HR 60-80 %) y se regaron diariamente para matener la
[5,8,19,20]Trichoderma viridg12], Trichoderma harzia- humedad del suelo a capacidad de campo. La evaluacion

num [11], Gliocladium catenulatunf9,10], Gliocladium se realiz6 a los 30, 60 y 90 dias, de iniciado el ensayo. Los
virens[18], Gliocladium roseunjl7], Chaetomiumspp. esclerocios se separaron utilizando la técnica de tamizado
[6,16] y Fusariumspp [14,15]. bajo chorro de agua corriente [7].

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto
de T. harzianum Trichoderma koningii G. roseumy Viabilidad de los esclerociod.a viabilidad de los

Chaetomium globosumsobre la produccion de apotecios esclerocios se establecié teniendo en cuenta tres parame
de S. sclerotiorum como asi también la capacidad de tros: a) Germinacion carpogénica (viable) [formacion de

estos antagonistas para parasitar los esclerocios. apotecios a partir de los esclerocios]; b) Germinacion
miceliogénica (viable) [formacion de micelio a partir de
MATERIALES Y METODOS los esclerocios]; ¢) Esclerocios parasitados (no viables)

[desarrollo del micelio del hiperparasito a partir de los

~ Fuente de esclerociod.os esclerocios d8. scle- esclerocios]. L
rotiorum usados para la infeccion artificial de las bande- Los esclerocios aislados se colocaron en placas de

jas fueron recolectados a partir de plantas de soja coretri con papel de filtro humedecida y se llevaron a cama-
sintomas de la enfermedad. ra de cultivo con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a

Antes de su uso, los esclerocios arbitrariamente 20°C £ 2°C hasta comprobar la formacion de apotecios.

seleccionados fueron desinfectados con hipoclorito deS€ determinG el porcentaje de esclerocios que germinaron

sodio al 5% durante seis minutos y lavados tres veces coffa/Pogenicamente. Aquellos que no germinaron carpoge-

agua destilada estéril. Posteriormente, fueron sembradodlic@mente se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5%
en medio con granos de trigo hervidos y esterilizados g/durante seis minutos, se lavaron con agua destilada esteril

; ! ; y se sembraron en placas de APD al 2%. Las placas asi
gﬁf:r{{e%én&g?dos en camara de cultivo a 20@ 2 sembradas se incubaron en estufa @2b 2°C durante

Al cabo de ese tiempo, se separaron los esclerocios,a (S (c{CE0 (e b0 8 TENARCTE £2 (PO RCS &
de los granos, se seleccionaron los de tamafio entre och q y

y diez mm, se colocaron en bolsas de polietileno estéril y mero de esclerocios no viables parasitados.

se almacenaron en refrigerador’€ slurante un mes. P L : .
Andlisis estadisticoLas medias correspondientes a

. . - : o los valores de porcentaje de recuperacion de esclerocios,
Indculo del hiperparasitoLos antagonistas utili orcentaje de esclerocios que germinaron carpogénica-

zados en este ensayo fueron aislados a partir de esclerg: : - ;
cios parasitados sigL)J/iendo la técnica del c%bo descrita po(§1e|-me )c/jporlcentajg de elz(sclerfm%s %arasnta)\dg_?_ gedsepararon
Ménaco [15]. Las cepas utilizadas fuerbnharzianum plicando el Test de Tukey al 95% de probabilidad.

T. koningii C. globosustodas ellas con probado efecto
sobre la viabilidad de los esclerocios Slesclerotiorum ~ RESULTADOS
[15] y una cepa d6&. roseumaislada a partir de esclero-

cios parasitados provenientes de plantas enfermas de cla- La tabla 1 expresa el estado de los esclerocios al
vel. final de su exposicion al efecto de los micoparasitos.
El in6culo de los hiperparasitos se prepar6 en cul- En aquellos casos donde el porcentaje de recupera-

tivo separado de cada uno de ellos sobre un substrato deion supero el 100% esto responde a la formacion de
salvado de trigo, arena y agua destilada (2:1:2 p/p/v)esclerocios secundarios durante el periodo de realizacion
autoclavado durante tres dias consecutivos 4CL2BI del ensayo. Se pudo observar que el tratamiento de los
substrato fue inoculado con una suspensién de esporas desclerocios cofl. koningii T. harzianumy G. roseum

cada hiperparasito a partir de cultivo en agar patata dex-determino, al cabo del primer mes, la desintegracion de
trosa al 2 % (APD) de siete dias de edad. El substrato inouna importante proporcion de esclerocios, mientras que el

culado fue incubados durante 15 dias 21 tratamiento corC. globosunse mostro sin efecto en este
El in6culo fue secado durante siete dias a tempera-Sentido, ya que la recuperacion de esclerocios resultd
tura ambiente antes de ser incorporado al suelo. similar a la del testigo. En las bandejas inoculadas con los

tres primeros micoparasitos, la destruccion por efecto del
micoparasitismo aumento al cabo de los sesenta y noventa
dias, y condujo de nuevo a la obtencién de proporciones

dejas (12x8x3cm) por tratamiento, que contenian cada : i e o -
una 250gr de suelo esterilizado al vapor. El suelo fue ino-de esclerocios desintegrados significativamente superiores
al testigo y al tratamiento cd. globosumEn particular,

culado con 20gr del medio de cultivo salvado-arena-agua . !
. roseuny T. harzianunmostraron un comportamiento

donde habian desarrollado los antagonistas. Esto se reali¥:, ' ~>~ I .
mas eficaz qué. koningij ya que la proporcion de escle-

Ensayos en invernader@e prepararon cinco ban-
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Tabla 1: Estado de los esclerocios después de su exposicion al efecto de los micoparasitos.

RT RGC RGM RPP D

Dias a partir

de la siembra 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90
Trichoderma koningii 70a 60b 32b 10a 6a 28a 6ab 8ab 2a 54b 46a 2a 30b 40b 68b
Trichoderma harzianum 74a 20a 20ab 4a Oa 10a 0a Oa Oa 70b 20b 10a 26b 80c 80bc
Gliocladium roseum 78ab 8a 2a 6a 4a 2a 2a 0Oa Oa 70b  4b Oa 22b  92c 98c
Chaetomium globossum 118c 64b  92c 1l4a 62b 72b 96c Oa 10a 8a 2b 10a O0a Oa Oa
Testigo 110bc 100c 106c 74b  76b 74b 28b 22b 22a Oa Ob Oa O0a Oa Oa

RT: porcentaje medio de los esclerocios recuperados al cabo del periodo de realizacion del ensayo.

RGC: porcentaje medio de los esclerocios recuperados que posteriormente germinaron en forma carpogénica.
RGM: porcentaje medio de los esclerocios recuperados que posteriormente germinaron en forma miceliar.
RPP: porcentaje medio de los esclerocios recuperados que posteriormente mostraron estar parasitados.

D: porcentaje medio de los esclerocios desintegrados (no recuperados).

En todos los casos, la proporcién se expresa en porcentaje sobre el nimero de esclerocios enterrados al
comienzo del ensayo. Las medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas entre si.

rocios desintegrados en las bandejas inoculadas con losamente destruidos. Por esta razon, mediante la técnica de
dos primeros micoparasitos fue, a los sesenta dias, signifitamizado se aislé un solo esclerocio de las bandejas trata-
cativamente superior a la que se registré con el otro anta-das con este antagonista. Probablemente sélo los esclero-
gonista. cios parasitados con antagonistas poco agresivos (como
El efecto del micoparasitismo sobre la capacidad por ejemplo:T. koningiiy T. harzianum) podrian perma-
de los esclerocios para germinar produciendo apoteciosnhecer en el suelo durante periodos largos, mientras que
fue evidente al cabo del primer mes, independientementeaquellos infectados por hiperparasitos muy agresivos
de la especie que se considere. A los 60 y 90 Hidmr- desaparecerian rapidamente. Esto fue observado por
zianum T. koningiiy G. roseummantuvieron el efecto Phillips [17]. Este autor observo que cuando el suelo fué
inhibidor de la germinacién carpogénica, mientras que, eninoculado conC. minitans al cabo de seis meses los
el caso deC. globosum tal efecto no se verific6 como en  esclerocios estaban totalmente destruidos.
la primera observacion ya que los registros obtenidos no En el caso d€. globosumla inhibicion de la ger-
mostraron diferencias significativas con el testigo. minacion carpogénica, que se produjo sélo al mes de
Al cabo del primer mes, la proporcion de esclero- incubacion en el suelo, y el bajo porcentaje de esclerocios
cios que se mostraron parasitados con posterioridad a separasitados o destruidos registrados durante ese periodo,
recuperados de las bandejas fue elevada en aquellas baracen suponer que este antagonista podria producir algu-
dejas inoculadas cof. harzianum T. koningiiy na substancia antifingica [3], y que la concentracion de la
G. roseuny mostré diferencias significativas con el testi- misma disminuye al aumentar el tiempo de incubacion en
go y el tratamiento co@. globosumEn las dos observa- el suelo. Segin Dennis & Webster [4], solo las hifas jove-
ciones posteriores, la proporcién de esclerocios nes de los hongos son capaces de producir substancias
parasitados en los tratamientos con los tres primerosantibioticas. En este ensayo, el substrato colonizado por
micoparasitos no registré diferencias significativas con el C. globosunfue limitado (250gr de suelo) por lo que,
testigo yC. globosum exceptoT. koningiial segundo probablemente, este hongo después de un mes de incuba-
mes. Esto no debe ser interpretado como una incapacidagion haya disminuido su crecimiento y, como consecuen-
deG. roseuny ambas especies deichodermapara para- cia, la produccion de la substancia antifungica.
sitar los esclerocios sino que, por el contrario, la coloniza- Los cuatro micoparasitos ensayados presentan
cion de los mismos fue tan pronunciada que la mayoriaalgun tipo de actividad antagénica soBresclerotiorum
resultaron desintegrados, por lo cual no pudieron ser recu-Sin embargo, pueden sefialarse diferencias marcadas entre
perados para comprobar la presencia de los antagonistasl comportamiento d€. globosuny los otros tres anta-

sobre los mismos. gonistas.
) El comportamiento d€. globosumes apropiado
DISCUSION solo a corto plazo, mientras que elTdtehodermaspp. y

G. roseunes persistente en el tiempo. Esto se debe a que

Los ensayos realizados en el invernadero revelaron T- koningii T. harzianumy G. roseumprovocan la lisis
queG. roseumy T. harzianundestruyen con eficacia los ~ del esclerocio y no sdlo su inhibicion temporal. Estas
esclerocios dé. sclerotiorume impiden la germinacion ~ OPbservaciones permiten concluir glischodermaspp. y
carpogénica de los mismos. Estos resultados corroborarf>: oseunson agentes apropiados para el control bioldogi-
los obtenidos por Phillips [17], quien demostré que €O deS. sclerotiorum
T. harzianumy G. roseuminhiben la germinaciéon carpo-
génica deS. sclerotiorumEl mismo autor observé que, si
bien el efecto d&. roseunsobre la germinacién carpogé-
nica fue menor, esta especie junto Grvirens son fuer-
temente antagonistas & sclerotiorumdestruyendo sus
esclerocios.

La capacidad para producir esclerocios secundarios

en el suelo [2,21] fue también observada en este estudio.
La formacion de esclerocios secundarios tiene importan-
cia ecoldgica, debido a que asegura la persistencia del in6-
culo en el suelo. Los ensayos en invernaculo revelaron
que la produccion de esclerocios secundarios resulté redu-
cida por la presencia de hiperparésitos (Tabla 1), lo que
concuerda con los resultados obtenidos por Huang [10].

Es interesante destacar que, después de tres meses,
los esclerocios parasitados [g@rroseunestaban comple-
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