Revista Cientifica de FAREM-Esteli. Medio ambiente, tecnologia y desarrollo humano. Afio 6 | N° 23 | Julio-septiembre, 2017

Antagonismo in vitro de hongos endofitos para su uso en el
biocontrol de enfermedades forestales

Juan Asdrubal Flores-Pacheco!
RESUMEN

Los hongos endofitos, son aquellos que colonizan los tejidos vivos internos de las plantas sin causar
efecto significativo en el hospedante. Estos hongos, al ejercer en ocasiones, antagonismo frente
a patogenos fungicos a la planta hospedante, pueden ser una solucidon para el control de muchas
de las enfermedades forestales causadas por otros hongos. Este campo ha sido poco evaluado en
pruebas in vitro y en pruebas en vivo. Se utilizaron cinco hongos endofitos y seis hongos patégenos
que se enfrentaron en medio de cultivo generalista Papa + Dextrosa +Agar (PDA) en condiciones
de oscuridad a 25° C por siete dias. Durante este periodo se midieron los ejes centrales y laterales de
la colonia. Con estos datos se obtuvo el coeficiente de forma del hongo y se calcul6 el crecimiento
directo, el coeficiente de forma del hongo patdégeno frente al enddfito respectivo, el porcentaje
de inhibicion del crecimiento radial y el porcentaje de inhibicidon de la zona de crecimiento. Se
establecieron placas unicamente con el hongo patéogeno a manera de grupo control. Los datos
se analizaron con un Andlisis de Varianza y para los casos estadisticamente significativos se
aplico la prueba de Diferencia Minima Significativa. Los resultados muestran que los endofitos
que tienen una mayor inhibicidn frente a los hongos patogenos. De esta manera se demuestra un
efecto controlador de al menos un endofito sobre uno o mas patdgenos. Esto sugiere su posible
utilidad como Agente de Control Biologico (ACB) ante enfermedades forestales. La reduccion
del crecimiento de los hongos patégenos ante la presencia de los enddfitos, puede deberse a los
mecanismos de accion de éstos (competencia y secrecion de micotoxinas) frente al patdgeno. Se
deben realizar ensayos in vivo donde los endoéfitos se inoculen de acuerdo con su ecologia y con
un tiempo adecuado para la colonizacion de la planta.
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In vitro antagonism of endophytic fungi for use in the biocontrol of
forest diseases

ABSTRACT

Endophytic fungi are those that colonize the internal living tissues of plants without causing
significant effect on the host. These fungi, when exerting at times, antagonism against fungal
pathogens to the host plant, can be a solution for controlling many of the forest diseases caused by
other fungi. This field has been little evaluated in in vitro tests and in live tests. Five endophytic
fungi and six pathogenic fungi were used, which were exposed in a generalized potato + Dextrose
+ Agar (PDA) culture medium under dark conditions at 25°C for seven days. During this period
the central and lateral axes of the colony were measured. With these data, the shape coefficient
of the fungus was obtained and the direct growth was calculated, the shape coefficient of the
pathogenic fungus against the respective endophyte, the percentage of inhibition of radial growth
and the percentage of inhibition of the growth zone. Plaques were established only with the
pathogenic fungus as a control group. The data were analyzed with an Analysis of Variance and for
the statistically significant cases the Significant Minimum Difference test was applied. The results
show that endophytes have a greater inhibition against pathogenic fungi. In this way a controlling
effect of at least one endophyte on one or more pathogens is demonstrated. This suggests its
possible usefulness as a Biological Control Agent (CBA) in forest diseases. The reduction of the
growth of pathogenic fungi in the presence of endophytes may be due to their mechanisms of
action (competition and secretion of mycotoxins) against the pathogen. In vivo tests should be
carried out where the endophytes are inoculated according to their ecology and with an adequate
time for the colonization of the plant.

Keywords: biological control, pathogenic fungi, plant health, in vitro antagonism.
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INTRODUCCION

Los hongos enddfitos, se definen como aquellos que
colonizan los tejidos vivos internos de las plantas sin
causar un efecto significativo en el hospedante (Botella
and Diez, 2011), A pesar de su escasa implantacion
como Agentes de Control Biologico (ACB) en campo,
han sido ya utilizados con éxito para la proteccion de
las plantas (Arnold et al., 2003). De este modo, una de
las lineas de trabajo mas importantes en el &mbito de
la proteccion forestal frente a enfermedades consiste
en el estudio de la micoflora interna de las especies
vegetales.

En la actualidad, no se han encontrado medidas
de control basadas en endofitos con aplicacion en
viveros y plantaciones forestales. Un enfoque de
gestion integrada que permita la combinacion de
estrategias ecosostenibles, ambientalmente inocuos
y econdOmicamente rentables, que permitan reducir el
impacto econdmico y ecologico de estas enfermedades.
La gestion integrada puede incluir medidas de
cuarentena, mejora genética y manejo silvicultural
adecuado, asi como la seleccion genética de clones
de especies que son menos susceptibles a patogenos
(Wingfield et al., 2008; Porter et al., 2009).

En esta clase de manejo integrada ha de tener también
cabida el control biolégico. Particularmente, el uso
de hongos endofitos, (Martinez-Alvarez, et al., 2016),
tiene un futuro prometedor tanto por los resultados que
proporciona (Bailey and Gilligan, 1997) como por la
inocuidad en el ecosistema en que se emplee. Hasta
el momento el control biologico ha sido empleado
con éxito en el control de varias patologias vegetales
(Tresti¢ et al., 2001; Kwon et al., 2009; Romeralo, et
al., 2013; Martinez-Alvarez, 2015).

Las interacciones entre los hongos fitopatégenos y los
hongos endofitos, son conocidas desde principios del
siglo XX (Weindling, 1932), siendo ya desde entonces
objeto de estudio el uso de este hongos endofitos como
Agente de Control Biologico (ACB) (Mehrotra et al.,
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1998, Yang, 1995). Actualmente se sabe que los tejidos
vegetales que contienen hongos endoéfitos afectan
la resistencia de sus hospedantes frente a parasitos
(Miller, 1986; Vinale et al., 2008). Por ejemplo, varios
estudios han demostrado que las plantas inoculadas
con endofitos incrementan su crecimiento (Barka et al.,
2002), mejoran la resistencia a la sequia (Swarthout
et al., 2009), toleran condiciones de suelos no aptos
(Malinowski et al., 2005), tienen mayor acceso a
nutrientes (Robin et al., 2000) o mejoran la defensa
frente a animales herbivoros (Bernstein and Carroll,
1977, Carrol, 2012) y patdégenos (Arnold et al., 2003).

Este ultimo beneficios, puede a su vez agruparse
y diferenciarse en: efectos directos, indirectos y
ecoldgicos (Gao etal., 2010). En los efectos directos los
endofitos suprimen directamente al patdgeno mediante
la produccién de antibioticos (Richardson et al., 2014)
o la secrecion de enzimas liticas (Vinale et al., 2008).
Por otro lado, los efectos indirectos que los endofitos
provocan en las plantas, ayudando a reducir el dafo del
patdgeno pueden ser, por ejemplo, la induccion de la
resistencia a la planta, la estimulacion de produccion
de metabolitos y el incremento del crecimiento y
de la actividad fisioldgica. Por ultimo, ejemplos de
los efectos ecologicos son la ocupaciéon de un nicho
ecoldgico, el hiperparasitismo y la depredacion (Gao
et al., 2010).

Uno de los endofitos més estudiados por su potencial
como ACB en las enfermedades de las plantas es el
género Trichoderma (Howell, 2003). Una de las
caracteristicas mas destacadas que presenta este, es
su habilidad para parasitar otros hongos (Weindling,
1932). Ademas este género es capaz de producir
sustancias antibioticas que son inhibidoras de muchos
patogenos (Juhasova et al., 2005), de las cuales
destacan las enzimas chitinasas, gluconasas, asi como
el acido 2.6 dichloroisonicotinico (Howell, 2003). Sin
embargo, el principal mecanismo de control biologico
de Trichoderma spp. es la competencia por el espacio y
los nutrientes de la rizosfera (Howell, 2003).
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El crecimiento de este hongo, estudiado en este
experimento, no estd limitado al suelo o las raices, sino
que es capaz de colonizar el floema, xilema y médula
de los arboles (Jankowiak, 2006). Existen muchos
ejemplos de Trichoderma spp. y otros endofitos como
controladores de enfermedades en plantas (Latunde-
Dada, 1993; Macia-Vicente et al., 2008; Ruano-Rosa
et al., 2010) siendo en algunos casos enfermedades
causadas por el género Fusarium (Sivan and Chet,
1987; Bernal-Vicente et al., 2009; Basak and Basak,
2011), y otros de interés forestal como Rosellinia
necatrix (Ruano Rosa and Lopez Herrera, 2009).

Los estudios realizados hasta el momento sobre
el Control Bioldgico con hongos endodfitos tal es
el caso de patogenos como Fusarium circinatum,
Phytophthora alni, P. pluvivora., Gremmeniella
abietina, Cryphonectria parasitica y Heterobasidion
annosum mediante el uso de hongos endofitos
destacando el género Trichoderma spp. y Aspergillus.
Se ha observado la interaccion antagonista, por
ejemplo, de Fusarium circinatum y las especies
fungicas Pinicillium chrysogenum Link y Fusarium
lateritium Ness (Romoén et al., 2008). Por ultimo,
también se ha evaluado el uso potencial de endofitos
como Trichoderma spp y Clonostachys spp. como
controladores de Fusarium circinatum, en plantas
de Pinus radiata (Moraga-Suazo et al., 2011). Este
estudio observé un incremento significativo de la
supervivencia de las plantas de Pinus radiata con las
cepas de Clonostachys spp probadas, no siendo asi en

el caso de los aislamientos de las cepas de Trichoderma
Spp.

En consecuencia, en el presente estudio se analizé el
efecto antagonista de seis hongos endofitos de Pinus
spp. F ente a seis patogenos forestales (7richoderma
atroviride, Mucor hiemalis, Chaetomium globosum,
Aspergillus flavus, T. viride). Para ello se recurrio
al analisis de diferentes variables coloniales a fin de
determinar el grado de inhibicion entre organismos.
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MATERIALES Y METODOS

Efecto protector de hongos antagonistas contra la
infeccion de patogenos forestales

La evaluacion del efecto antagonista de cada especie
fungica endofita (Tabla 1) contra cada especie patogena
(Tabla?2)serealiz6 in vitro, mediante el emparejamiento
de dobles aislados (patdégeno - endofito). Los ensayos
se llevaron a cabo en placas Petri de 90 mm de
diametro, utilizando medio de cultivo PDAs (3.90%
patata-dextrosa-agar, suplementado con 0.50 mg/l de
estreptomicina sulfato como agente antibidtico) sellado
con papel Parafilm®. Se cultivaron los organismos de
forma aislada y se incubaron las placas a 25° C en la
oscuridad durante una semana (Martinez-Alvarez et
al., 2012).

Transcurrido este tiempo se extrajo un trozo de PDAS
conmicelio. Posteriormente, se tomaron placas Petricon
PDA, en las cuales se sembraron los enfrentamientos
de hongos patogenos contra hongos endodfitos. Se
utilizaron 5 repeticiones por cada enfrentamiento que
consistié en la confrontacion endofito vs patdgeno.
Esto se hizo colocando una seccion de 5x5 mm de
micelio con medio PDAs con micelio de cada aislado
en extremos opuestos de la placa, de forma tal, que
se garantice el enfrentamiento de los micelios de las
dos especies enfrentadas. La evaluacion de la accion
antagdnica de cada especie se determind por medio de
la estimacion del area de crecimiento micelial ocupada
por cada especie. Se usaron cuatro indicadores para
medir el efecto antagonista de los hongos endofitos
sobre el patogeno (Martinez-Alvarez, 2016). Figura 1.

Endophyte
fungus

. ., - Pathogen fungus ,
Figura 1. Representaciéon Grafica del co-cultivo entre patdogenos

forestales y hongos enddfitos en el interior de una placa Petri (Martinez-
Alvarez et al., 2016).
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Tabla 1. Hongos endéfitos. Fuente de los aislados y codigos Martinez-Alvarez, P. et al., 2016.

Especie Codigo Afiode Hospedero  Localizaciéon Pais Latitud Longitud N° Acceso

colecta GenBank

Trichoderma HP136 2010 Pinus radiata Comillas, Espana 43°20'16.2"N 4°18' 17.1"W  KT323338
atroviride Cantabria

Mucor hiemalis HP139 2010 Pinus radiata  Comillas, Espafia 43°20'16.2"N 4° 18" 17.1"W  KT323340
Cantabria

Chaetomium HP148 2010 Pinus radiata Comillas, Espafia 43°20'16.2"N 4°18'17.1"W  KT323349
globosum Cantabria

Aspergillus flavus ~ HP149 2010 Pinus radiata Comillas, Espafia 43°20'16.2"N 4°18'17.1"W  KT323350
Cantabria

Trichoderma viride HP155 2010 Pinus radiata Comillas, Espafia 43°20'16.2"N 4°18'17.1"W  KT323356
Cantabria

Variables Analizadas B)/A4]*100 (ecuacion 2), donde A= es el radio del

Las variables evaluadas en el presente ensayo se

desglosan a continuacion:

a. Longitud del eje central (eje C) de la colonia del
hongo patdgeno.

b. Coeficiente de la forma, calculado a partir de la
diferencia del eje lateral y el eje central (Santamaria
et al., 2007).

c. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial =
100 * ((rl-eje C))/rl (ecuacion 1), donde rl es el
maximo radio de la colonia del hongo patégeno en
cualquier direccion en la placa control (Royse and
Ries, 1978).

d. Porcentaje de inhibicion de la zona de crecimiento.
Para ello se utiliza la ecuacion %IzC=[(4-

hongo patogeno en la placa control y, B=es el radio
del hongo patdgeno en la placa de enfrentamiento
(Orole and Adejumo, 2009).

Analisis estadistico

Los datos que se obtuvieron de este experimento
fueron procesados en el programa estadistico SPSS
(IBM® Statistical SPSS®, 2016). Todas las variables
cuantitativas fueron evaluadas para comprobar la
normalidad y homogeneidad de varianzas, bajo este
supuesto se aplicaron las pruebas de Andlisis de
Varianza (ANOVA) y Diferencia Minima Significativa
(DMS) de Fisher con 0=0.05, con el fin de identificar
las diferencias en las variables evaluadas para cada
tratamiento experimental.

Tabla 2. Patogenos forestales. Se numeran las referencias de los aislados de los patogenos utilizados Martinez-
Alvarez, 2015, 2 Botella et al., 2010, 3-4 Centro de Sanidad Forestal de Calabazanos, 5-6 M. M. Haque, 2014.

Especie Cédigo Anode Hospedero Localiza- Pais Latitud Longitud  N° Acceso
colecta cion GenBank

Fusarium FcCab 2010 Pinus Comillas, Espafia 43°20” 4°18” 041R0O1
circinatum 1 radiata Cantabria 16.20" N 17.100' W
Heterobasidion A14009-AF- 2014 Pinus Mabhide, Espana 41°52" 6°22" -
annosum 2 ZAPROO1 Pinaster Boya, 22.40° N 30.80° W

Zamora
Gremmeniella  VAI-13 2003 Pinus Villalba Espana 31°43” 2°54» FN663462
abietina 3 halepensis e ]og 30.02° N 30.40° W

Alcores,

Palencia
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Cryphonectria  C1164-ZA28 2005 Castanea  Arrabalde, Espana 26°03" 46° 65"  —mmmeeee-
parasitica 4 sativa Zamora 58.00'N  7.50°W
Phytophthora  ZABRE(2 2012 Alnus Betrocino, Espafia 41°54” 5°44» AF139366.1
alni 5 glutinosa  7amora 48.00'N  4560" W
Phytophthora  SORLDD14 2010  Alnus Langade Espafa 41°36” 3°25” KF413075
pluvivora 6 glutinosa Duero, 34.00' N 10.00' W

Soria

RESULTADOS

Los cinco hongos endoéfitos evaluados en este ensayo
(Tabla 1) empleados en este ensayo frente a distintos
patogenos (Tabla 2), han sido seleccionados por su
potencial como agentes de control bioldgico (ACB).
Previamente fueron probados en ensayos in vivo
(Martinez-Alvarez et al., 2016) demostrando por medio
de la técnica del area bajo la curva (AUDPC) (Navarro
Flores, 2016) carecen de potencial patogénico para
especies forestales, especificamente para coniferas
del género Pinus. En todos los casos se comparan los
resultados del o de los hongos endoéfitos con mayor
reduccion del crecimiento del hongo patdgeno con el
control de este ultimo.

Tal y como muestran las Figuras 2-5, presentan
el efecto en la reducciéon del crecimiento (mm)
del eje C del patogeno frente a la accion del hongo
endofito. Concretamente, la figura 2 muestra la
reducciéon del crecimiento de la colonia de F
circinatum frente a Trichoderma viride que lo redujo
un 82% (p-valor<0.001), mientras que, Trichoderma
atroviride 'y Aspergillus flavus ambos generan un 65%
(p-valor<0.005) de reduccion en el crecimiento de la
colonia. Para este caso, Se nota cobertura total del
area de la placa Petri por parte de los hongos endofito,
incluso creciendo sobre la colonia de F. circinatum.
En el caso de la figura 3, T’ viride y T. atroviride que
redujeron un 87.5% (p-valor<0.001) el crecimiento de
Gremmeniella abietina.

En el caso de Heterobasidion annosum (figura 4) fue
el endofito Mucor hiemalis el que causo la reduccion
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del 84.21% (p-valor<0.001) frente al control. En este
enfrentamiento se distinguen claramente las colonias
de ambos hongos. Este mismo endofito redujo el
crecimiento de Phytophthora plurivora (figura 7) en
un 60.50% (p-valor<0.05), teniendo el mayor éxito
de todos los enfrentamientos probados. Sin embargo,
Aspergillus flavus presenta un potencial muy elevado
como ACB. En el enfrentamiento con Cryphonectria
parasitica (figura 5) redujo un 85.45% (p-valor<0.001)
el crecimiento de este patdogeno. Efecto que también
genera en Phytophthora alni (figura 6) Phytophthora
plurivora (figura 7) con 83.33% (p-valor<0.001) y
68.41% (p-valor<0.05), respectivamente.

50.00 q
45.00 A
40.00 A
35.00
30.00
25.00 A

wilil

Trichoderma  Trichoderma Mucor Aspergzllus Chaetomium
viride atroviride hzemalts flavus globosum

Figura 2. Longitud (mm) del eje Central (C) en enfrentamientos

20.00

Crecimiento (mm)

15.00
10.00
5.00

0.00

Control

in vitro de Fusarium circinatum contra hongos endofitos. Prueba
estadistica Analisis de Varianza (ANOVA) - Diferencia Minima
Significativa
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14.00 ¢

12.00

10.00 A
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Crecimiento (mm)

4.00 1

Ll amm

Trichoderma  Trichoderma Mucor hiemalis Aspergzllus Chaetomium
viride atroviride Slavus globosum

(DMS =0.95). Letras (a-c) distintas indican diferencia estadistica
0=0.05. En la grafica se han reflejado los valores de la Media
(Md) y Desviacion Estandar (DE).

Control

Figura 3. Longitud (mm) del eje Central (C) en enfrentamientos
in vitro de Gremmeniella abietina contra hongos endofitos.
Prueba estadistica Analisis de Varianza (ANOVA) - Diferencia
Minima Significativa (DMS = 0.95 Letras (a-c) distintas indican
diferencia estadistica a=0.05. En la grafica se han reflejado los
valores de la Media (Md) y Desviacion Estandar (DE).

45.00 1
40.00
35.00 1
30.00

25.00 A

20.00
b
15.00 b
a
10.00 A
5.00 i
0.00 -

Control

Crecimiento (mm)

Chaetomium
globosum

Trichoderma  Trichoderma Mucor hiemalis ~ Aspergillus
viride atroviride Slavus

Figura 4. Longitud (mm) del eje Central (C) en enfrentamientos
in vitro de Heterobasidion annosum contra hongos endofitos.
Prueba estadistica Analisis de Varianza (ANOVA) - Diferencia
Minima Significativa (DMS = 0.95). Letras (a-c) distintas indican
diferencia estadistica a=0.05. En la grafica se han reflejado los
valores de la Media (Md) y Desviacion Estandar (DE).

70.00 1
60.00
50.00 4
40.00 A

30.00 4

= 1 B

Chaetomium
globosum

Crecimiento (mm)

Trichoderma  Trichoderma Mucor hiemalis Aspergzllus Control

viride atroviride Slavus

Figura 5. Longitud (mm) del eje Central (C) en enfrentamientos
in vitro de Cryphonectria parasitica contra hongos endofitos.
Prueba estadistica Analisis de Varianza (ANOVA) - Diferencia
Minima Significativa (DMS = 0.95). Letras (a-c) distintas indican
diferencia estadistica a=0.05. En la grafica se han reflejado los
valores de la Media (Md) y Desviacion Estandar (DE).
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15.00

: ] I ' ' [
0.00 -

Control

Crecimiento (mm)

[
=3
S

Chaetomium
globosum

Trichoderma  Trichoderma Mucor hiemalis Aspergzllus
viride atroviride flavus

Figura 6. Longitud (mm) del eje Central (C) en enfrentamientos
in vitro de Phytophthora alni contra hongos endofitos. Prueba
estadistica Analisis de Varianza (ANOVA) - Diferencia Minima
Significativa (DMS =0.95. Letras (a-c) distintas indican diferencia
estadistica 0=0.05. En la grafica se han reflejado los valores de la
Media (Md) y Desviacion Estandar (DE).
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Trichoderma  Trichoderma Mucor hiemalis ~ Aspergillus
viride atroviride Slavus

Figura 7. Longitud (mm) del eje Central (C) en enfrentamientos
in vitro de Phytophthora plurivora contra hongos endofitos.
Prueba estadistica Analisis de Varianza (ANOVA) - Diferencia
Minima Significativa (DMS = 0.95). Letras (a-c) distintas indican
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diferencia estadistica a=0.05. En la grafica se han reflejado los
valores de la Media (Md) y Desviacion Estandar (DE).

En la Tabla 3 muestran los tres parametros obtenidos
para estimar el efecto inhibidor de los hongos endofitos
enfrentados a patogenos. Los parametros contenidos
son i) Coeficiente de la forma del patogeno, ii)
Porcentaje de inhibicion del crecimiento radical y iii)
Porcentaje de inhibicion de la zona de crecimiento.
En el caso de T. viride y T. atroviride se encontraron
diferencias significativas con un p-valor<0.001 en
los tres parametros monitoreados en los patogenos F.

circinatum y G. abietina. Para P. alni unicamente 7.
viridemostro diferenciassignificativas (p-valor<0.001),
aunque no se desprecia el p-valor<0.05 T. atroviride
sobre el mismo hongo. Al igual que en las figuras
iniciales M. hiemalis mostro diferencia significativa
(p-valor<0.001) en la inhibicién del desarrollo de
H. annosum y P. pluvivora, incluso estadisticamente
superior (p-valor<0.05) a los valores registrados
por las especies de Trichoderma. También, A. flavus
mostro diferencia significativa sobre C. parasitica'y P.
alni (p-valor<0.001), en ambos casos, pero siendo el
unico con este grado de control para C. parasitica.

Tabla 3. Comparaciones multiples para enfrentamientos in vitro de patogenos forestales y hongos endoéfitos. Md

= Media aritmética. DE = Desviacion Estandar. Sig. = Indicador de diferencia significativa. * P-valor<(.05. **

P-valor<0.001. ns = sin diferencia significativa. Diferencia Minima Significativa (DMS = 0.95).

Especies pato- Hongos endéfitos

Coeficiente de la forma

Porcentaje de inhibicion =~ Porcentaje de inhibicién

genas del patégeno del crecimiento radial de la zona de crecimiento
Md DE Sig. Md DE Sig. Md DE Sig.
Fusarium Trichoderma viride 1.00 0.71 bl 75.74 4.15 * 72.46 4.71 o
circinatum Trichoderma atroviride ~ 1.40  0.89 6724 555 6280 630 o
Mucor hiemalis 2.40 3.05 * 54.04 3.56 * 47.83 4.05 *
Aspergillus flavus 2.40 0.55 * 52.55 1.17 * 57.49 1.33 *
Chaetomium globosum ~ 1.00 0.00 ns 51.91 2.43 ns 4541 2.76 ns
Heterobasidion — Trichoderma viride 1.20 0.45 * 71.22 4.01 * 68.28 4.42 *
annosum Trichoderma atroviride  1.60 1.14 * 73.17 7.72 * 70.43 8.50 *
Mucor hiemalis 1.00 0.00 b 86.34 3.70 bl 84.95 4.08 bl
Aspergillus flavus 1.20 1.30 * 78.05 11.82 * 75.81 13.03 *
Chaetomium globosum  1.60 0.55 ns 66.34  4.01 ns 6290  4.41 *
Gremmeniella  Trichoderma viride 0.00 0.00 bl 83.05 0.00 * 85.00 20.87 o
abietina Trichoderma atroviride  0.00  0.00 8305  0.00 8500  0.00 o
Mucor hiemalis 0.00 0.00 * 61.02 0.00 * 65.00 0.00 *
Aspergillus flavus 0.00 0.00 * 55.93 0.00 * 59.33 0.00 *
Chaetomium globosum  0.00 0.00 * 68.81 1.52 * 50.00  2.24 *
Cryphonectria  Trichoderma viride 2.60 1.52 * 62.11 14.71 * 36.31 6.17 *
parasitica Trichoderma atroviride 320 2.49 6632 16.89 * 3825 2032 *
Mucor hiemalis 2.60 3.65 * 68.59 13.27 * 47.38 2491 *
Aspergillus flavus 1.80 0.74 o 85.26 7.50 h 79.22 20.77 o
Chaetomium globosum  2.00 1.00 ns 61.40 15.22 ns 59.03 19.09 ns
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Phytophthora Trichoderma viride 1.40 1.14 bl 52.00 5.70 * 46.21 6.40 *
alni Trichoderma atroviride  0.60 0.55 * 32.00 4.47 o 23.60 5.02 *
Mucor hiemalis 1.00 0.71 ns 37.00 10.37 ns 21.60 11.65 ns
Aspergillus flavus 0.60 1.34 * 83.00  26.83 * 86.52 30.15 *
Chaetomium globosum  0.60 0.89 * 45.00 8.66 * 38.20 9.73 *
P, pluvivora Trichoderma viride 3.80 1.30 * 40.50 5.70 * 34.62 6.26 >
Trichoderma atroviride  1.60 0.89 * 42.50 7.91 * 36.81 8.69 *
Mucor hiemalis 1.40 1.14 o 62.50 3.95 > 58.79 4.34 o
Aspergillus flavus 2.00 141 * 39.50 15.55 b 36.48 17.09 *
Chaetomium globosum ~ 2.40 0.89 * 48.50 5.76 * 4341 6.33 *
DISCUSIO N de este enddfito esta relacionado directamente con la

Los organismos patogenos evaluados en el presente
estudio, generan graves dafios ecoldgicos y econdmicos
a escala global por lo que han sido catalogados como
de interés por la Organizacion europea y mediterranea
de proteccion fitosanitaria (EPPO) (2006a).
Principalmente en los paises donde se hallan detectados
estos patdgenos se han llevado investigaciones para su
control. Sin embargo, muchas de ellas se han dirigido
a la busqueda de resistencia del hospedante, son muy
pocas las que exploran el control bioldgico por medio
de hongos endofitos (Zabalgogeazcoa, 2008, Abello
and Kelemu, 2006).

De acuerdo a los trabajos publicados por Martinez-
Alvarez et al, (2012, 2016) las especies de
Trichoderma spp., frente a F. circinatum. Demostr6 un
elevado efecto de control inhibitorio por produccion de
micotoxinas de caracter antifingicas combinadas con
su capacidad de micoparasitar al huésped (Rolando
et al., 2013). Estas micotoxinas inhibitorias actuaron
tanto sobre F. circinatum evitando el crecimiento de la
colonia (Sanchez-Fernandez et al., 2013), pero en otros
patogenos como es el caso de G. abietina y P. alni no
solo redujeron el crecimiento de la colonia, sino que
también parasitod la colonia del patogeno al punto de
cubrir totalmente la placa Petri.

Las dos especies de Trichoderma es el hongo endofito
que tiene mejor efecto sobre F. circinatum y G.
abietina (Romeralo et al., 2015). Sin embargo, el éxito

zona y momento de inoculacion, incluso siendo mas
determinante que la concentracion utilizada (Orole
and Adejumo, 2009). De acuerdo a publicaciones de
Moraga-Suazo et al., (2014) al realizar un estudio en
el que se probaron varias cepas de Trichoderma spp. y
de Clonostachys spp., para el control de F. circinatum
no se obtuvieron resultados positivos al inocular el
endofito en el tejido vegetal o en el sustrato al tiempo o
luego que el patdogeno. Contrariamente, en los casos en
los que el patogeno fue inoculado, bien fuera en tejido
vegetal o sustrato, posteriormente a la introduccion del
endofito, se observo un claro efecto antagonico de este
ultimo (Aleandri et al., 2015).

El género Trichoderma posee diferentes mecanismos
de accidn que pueden favorecer a la planta hospedante
ante la presencia de un fitopatdégeno (Verma et al.,
2007), entre los que cabe destacar la competencia y
la antibiosis (Sénchez-Ferndndez et al., 2013). La
competencia en Trichoderma spp. es muy alta ya que
biologicamente tiende a colonizar agresivamente el
sustrato y a sobrevivir en casos de carencia de sustrato
en forma de clamidosporas, ademas de que puede
crecer sobre distintos sustratos y tiene una elevada tasa
de esporulacion (Bailey et al., 2008). La antibiosis es
el mecanismo que permite a Trichoderma spp inhibir
a los patdgenos a partir de la produccion de sustancias
inhibidoras consideradas antibidticos y micotoxinas.
Para el caso del endofito C. globosum el principal
mecanismo de accion es la micostatica, mejor conocido
como efecto fungistatico, que consiste en inhibir
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el crecimiento de otros hongos, pero sin provocar
la muerte de antagonista (Rolando et al., 2013).
Aspergillus flavus compite directamente por espacio,
nutrientes y recursos necesarios para el desarrollo del
micelio e hifas de ambos hongos (Bettiol, et al., 2014).

El hongo enddfito, A. flavus, presentd mayor efecto
inhibitorio frente a los patdégenos C. parasitica, P. alni
y P. pluvivora en concordancia con lo encontrado por
Robin et al., (2000). Ademas, mostrd gran diferencia
con el resto de endofitos en estos dos tltimos patdgenos.
Aunque no es de gran relevancia ya que es bastante
conocida por sus efectos positivos ante muchos
patégenos y ha sido objeto de estudio en muchas
ocasiones como agente de control biologico (ACB).
Mucor hiemalis que tuvo efecto frente a H. annosum
en cambio en el resto de patéogenos no redujo su
crecimiento. Estudios de Yakimenko and Grodnitskaya,
(2000) indican que al integrar este endofito en el suelo
se registrd la reduccion la incidencia de enfermedades
en plantulas de coniferas. Consideran que este hecho se
debe a la mejora y aumento de la microflora del suelo y
de la planta que aumento la capacidad de la planta para
resistir infeccion de patogenos.

CONCLUSIONES

Es necesario continuar con la siguiente fase, la prueba
in vivo de los cinco endofitos frente a los respectivos
patogenos. Debe prestarse especial atencion a la forma
y tiempos de inoculacion de los endofitos (Jankowiak,
2006) para obtener el maximo de su potencial
colonizador y protector-estimulante (Ruppel et al.,
1983). Es recomendable la produccion de plantas con
semillas y sustrato estéril en el que los endofitos sean
inoculados al suelo al momento de la siembra de la
semilla (Martinez-Alvarez et al., 2012). En el caso de
utilizar plantas provenientes de vivero se recomienda la
misma via de inoculacion del endofito con al menos 15
a 42 dias de antelacion a la inoculacion del patdogeno
respectivo (Aleandri et al., 2015).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el
presenten estudio, es prometedor el potencial de estos
hongos endoéfitos como Agentes de Control Biologico
de hongos patogenos de amplia distribuciéon mundial.
Deben de estudiarse con mayor profundidad, en
pruebas de patogenicidad in vivo, la accion de las
cepas de Trichoderma spp. sobre F. circinatum y G.
abietina, asi como M. hiemalis sobre H. annosum y
P. plurivora. También deben tomarse en consideracion
los resultados positivos que se obtuvieron con A. flavus
sobre C. parasitica y P. alni. En consecuencia, se ha
determinado el efecto antagonista in vitro de cada
uno de los endofitos frente a los patogenos a los que
se enfrentaron, esto abre confirma su potencial para el
control bioldgico. Esto debe ser confirmado con mas
pruebas y ensayo in vivo de los enddfitos inoculados
en los hospederos de cada patdogeno.
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