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RESUMEN

A principios de la década de 1990, el equipo de fitopatélogos del Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA-INTA),
que habia llevado a cabo numerosas investigaciones sobre fitopatdgenos, comenzé a desarrollar un programa que inclufa
diferentes herramientas para reducir la aplicacion de productos quimicos, con el fin de lograr una agricultura sustentable. Esta
revision describe los avances obtenidos desde 1990 hasta 2020 inclusive.

El control biolégico o la bioproteccion de los patdgenos de las plantas® ha alcanzado una gran importancia en las Ultimas
décadas. La preocupacion social por el deterioro del ambiente debida al uso intensivo de plaguicidas ha llevado a demandar
alternativas menos contaminantes como el control biolégico.

Al respecto, los fitopatélogos enfatizan la necesidad de profundizar en investigaciones conducentes a reducir las pérdidas
causadas por enfermedades fungicas mediante el uso de microorganismos benéficos.

Los avances en la implementacion del control biolégico dependen en gran medida de politicas que faciliten su utilizacién, de
infraestructura adecuada y ademas, de disponibilidad de fondos?.

Las investigaciones sobre los agentes fungicos benéficos nativos representan un componente critico del control bioldgico
de fitopatdgenos (BCPP) (Biological Control of Plant Pathogens). En este sentido, Argentina tiene un gran potencial para la
implementacion de un BCPP exitoso, debido a la riqueza de su microflora nativa®. Este hecho ha sido el principal factor que
ha permitido la investigacion, el desarrollo y la aprobacion de algunos inoculantes de control bioldgico?.

El objetivo de esta revision fue describir las investigaciones llevadas a cabo durante tres décadas a fin de desarrollar
diferentes herramientas que permitieran reducir el uso de pesticidas quimicos y la promocién de una agricultura sustentable.
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El avance de varios proyectos
institucionales nacionales sobre el
control de fitopatégenos, que incluyeron
relevamientos en varias regiones de

la Argentina, proporciond informacion
relacionada con las interacciones entre
fitopatdgenos y organismos benéficos.
Durante los relevamientos realizados
en distintas regiones, sobre diferentes
cultivos y en lugares no cultivados

de la Argentina se obtuvieron varios
aislamientos que fueron identificados
como Rhizoctonia spp. y otros
microorganismos fungicos septados
estériles que compartfan el mismo
nicho. En estas muestras se observo
la competencia y la reduccion de la
patogenicidad lograda sobre algunos
cultivos.

La investigacion preliminar tenia

como objetivo reducir los dafios del
damping-off en los cultivos causado por
organismos fitopatdgenos identificados
como pertenecientes a R. solani.

LLos microorganismos fungicos
septados estériles que compartian
nicho con especies de Rhizoctonia no
fueron taxonémicamente identificables
en el momento del aislamiento y
demostraron ser hipovirulentos

sobre un gran numero de semillas

de diferentes especies vegetales. Se
realizaron experimentos in vitro e in

vivo utilizando estos hongos septados
no identificados, cultivandolos sobre

un medio de APG (Agar papa glucosa)

e incubandolos a 28°C. Luego de ese
perfodo, se enfrentaron discos de estos
cultivos con semillas desinfectadas de
diferentes especies vegetales colocadas
en los bordes de las placas de Petri. Las
placas se incubaron a 28 °C durante
7-10 dias. La virulencia se evalud en una
escala de 0 a 5. La puntuacion media
se baso en el andlisis de 60 semillas

de cada hospedante por aislamiento.
Los resultados se presentaron en la
sesion de posters en las vil Jornadas
Fitosanitarias Argentinas (1989), Salta,
Argentina (no publicado).

Las investigaciones posteriores sobre
los aislamientos hipovirulentos men-
cionados anteriormente demostraron
la necesidad de investigar exhaustiva-
mente la taxonomia de estos microor-
ganismos. Estas actividades estuvie-
ron contempladas en el proyecto de
investigacion INTA CICA 532: “Agentes
biocontroladores de hongos patégenos
de suelo”. (1992-1994). Posteriormen-
te, se continuaron las investigaciones
sobre el rango de patogenicidad de los
aislamientos, en el marco del Proyecto
INTA CICA 32-0337: “Utilizacion de bac-
terias antagonicas para el biocontrol de

enfermedades de plantas causadas por
hongos fitopatdgenos” (1995-1997). Los
resultados obtenidos fueron expuestos
en una presentacion de posters en el
xxVv Congreso Brasilero de Fitopatologia
(1992), Gramado, Brasil (no publicado).

Es importante resaltar que los
aislamientos septados estériles no
resultaron patogénicos sobre las semillas
de los cultivos ensayados. Se realizaron
otros experimentos en los cuales se
combinaron patdgenos y los septados
estériles, incorporados en el suelo de
cultivo y se determind un porcentaje
significativo de proteccion en plantulas
de lino (Linum usitatissimum). Las
investigaciones sobre la supresion del
damping-off causado por R. solani fueron
publicados™. La identificacion de estos
organismos llevada a cabo en el centro
The Fungarium, Royal Gardens of Kew
(Inglaterra) determind que correspondian
a Cladorrhinum foecundissimum.

Posteriormente, Martinez, en 2009,
realizé una identificacion precisa de la
cepa de Cladorrhinum, identificada en
Inglaterra, basada en la amplificacion
y secuenciacion de la region del
espaciador interno de transcripcion
(ITS) del ADN ribosémico utilizando
los cebadores ITS4 e ITSS. Los
resultados demostraron que la
especie correspondia a C. samala. La
comparacion de las secuencias de
ADN, obtenidas de las cepas tipo de
cada especie del género, depositadas
en las Colecciones internacionales,
mostré la ubicacion de la cepa
argentina C1 antes identificada como
C. foecundissimum en un clado junto
con C. samala. Los datos moleculares
se analizaron por homologia estatica,
por maxima parsimonia con el software
WinClada-Nona. Los resultados fueron
presentados en una sesion de posters
en el Xxx Congreso Latinoamericano de
Microbiologia y 1Xx Encuentro Nacional
de Microbidlogos (2010), Montevideo,
Uruguay, (no publicado).

Para evaluar la eficacia de estas cepas
en cultivos extensivos afectados por
patégenos de suelo, se realizaron
ensayos sobre algodén (Gossypium
hirsutum L.) en invernaculo. Los
resultados de la aplicacion de las

cepas de C. samala INTA-ART (en

ese momento identificada como C.
foecundissimum) y Trichoderma koningii
para el control de R. solani en plantulas
de algoddn fueron expuestos en el 6°
Congreso Internacional de Patologia
Vegetal (1993), Montreal, Canadd

(no publicado). La cepa de T. koningii
pertenecia a la Coleccion de cepas de la
Facultad de Agronomia (UBA).
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Los estudios microscépicos en raices
de algodoén y en lino indicaron un
comportamiento endofitico de este
agente (fig.1) y fue posible diferenciar
las estructuras del hongo y del
hospedante en secciones transversales
seriadas, obtenidas por cortes con
micrétomo de raices inoculadas,
tefidas con rojo Magdala-verde claro.
Los resultados fueron descritos en el
trabajo de tesis de la Dra. Amelia Laura
Gasoni El complejo Rhizoctonia en la
Argentina: Distribucidn, Patogenicidad y
Biocontrol'.

Con respecto a los resultados
promisorios, obtenidos con la utilizacion
de los hongos benéficos, fue de interés
explorar el mecanismo de accion de

las cepas de C. foecundissimum (C.
samala INTA-ART). Los resultados se
presentaron en una sesion de poster

en el vi Congreso de Micologia (1993),
Buenos Aires, Argentina, (no publicado).

El objetivo principal de esta presentacion
fue estudiar la actividad celulolitica de
una de las cepas de Cladorrhinumy el
impacto de ciertas enzimas (complejo
de celulasas) en el desempefio

como agente de biocontrol contra R.
solani. Los resultados indicaron que

la actividad de exo, endocelulasa y
B-glucosidasa se obtuvieron por medio
de la sustitucion parcial de la fuente

de C por CMC (Carboxi-metil-celulosa),
avicel y/o pectina/xilano en el medio de
cultivo. Las enzimas se determinaron
en el sobrenadante del cultivo por
colorimetria de los azlcares reductores
segun los métodos de Somogyi*® y
Nelson?®.

Figura 1. Colonizacién endofitica de Cla-
dorrhinum samalaen raices de lino.
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La conversion de la absorbancia de los
azUcares reductores se realizd segun
una curva de glucosa de 0,05a 1 uml
de glucosa y se expreso en unidades
de glucosa. El avicel fue el mejor
sustituto para B-glucosidasa de todos
los inductores enzimaticos utilizados
durante 14d de crecimiento vegetativo.

Los resultados fueron presentados en
el Iv Siconbiol (4.° Simposio de Control
Bioldgico (1994)), Gramado, Brasil™.

En otros ensayos, se evalud la accion de
los aislamientos hipovirulentos y de un
fungicida selectivo, RIZOLEX® (methy-
tolclofos) para controlar el desarrollo de
R. solani. El resultado fue presentado
durante el Congreso Latinoamericano de
Fitopatologia (1994), Santiago de Chile,
Chile 0.

Entre 1994 y 1995 se intensificaron los
estudios sobre el género Trichoderma, a
partir de la participacion en un proyecto
internacional con la Universidad de
Salamanca, (Espafia), con fondos

del Instituto de Cooperacion con
Iberoameérica. Las actividades
involucraron la realizacion de estudios
de control biolégico sobre Pythium
aphanidermatum 'y R. solani, con la
utilizacion de cepas de T. koningii,

T harzianum y T. viride. El proyecto
contemplaba, ademas, una beca de
corta duracion proporcionada por el
Gobierno espafiol en la Universidad de
Salamanca que contribuy6 a reforzar
los conocimientos y a llevar a cabo la
caracterizacion fisiolégica de las cepas
de Trichodema.

Los ensayos preliminares demostraron
el potencial de numerosos aislamientos
para controlar el desarrollo de
fitopatdgenos de suelo in vitro.

En simultaneo, con el propdsito de
ampliar las posibilidades de cooperacion
internacional, en 1994 se aprobd un
acuerdo con la Agencia de Cooperacion
Internacional de Japén (JICA) y se inicid el
Proyecto bilateral denominado “Root Rot
Biological Control”, entre JICA y el INTA.

En el marco del proyecto mencionado,
se recibio la asistencia de los profesores:
Kiroku Kobayashi, Norio Kondo, Mitsuro
Hyakumachi y Kazunari Yokoyama de
las Universidades de Hokkaido, Gifu y del
Centro de Investigaciones de Tsukuba
respectivamente. En el contexto de

este proyecto, se pusieron a punto
metodologias y se publicaron resultados
con los expertos mencionados.

Los mayores esfuerzos de estas
investigaciones se dirigieron a la

seleccion de agentes microbianos
como bacterias y hongos benéficos con
capacidad para controlar fitopatégenos.
Los aislamientos de Trichoderma

con capacidad biocontroladora se
caracterizaron mediante el método
API® ZYM. Ademas, se determin¢ la
capacidad antagonica de dos especies
de Bacillus y una de Pseudomonas
contra R. solani. Complementariamente
se llevo a cabo la extraccion de
antibidticos y la determinacion de la
produccién de sideréforos.

En los comienzos del desarrollo de la
formulacién de un bioproducto basado
en cepas de Trichoderma se evalud

el crecimiento de los aislamientos en
medio liquido. Se seleccionaron los
medios mas adecuados para obtener
cultivos con alta produccion de
conidios y la posibilidad de desarrollar
formulaciones eficientes para ser
aplicadas en suelo o en semillas y se
llevaron a escala piloto.

Los primeros resultados de estos
estudios fueron presentados en el

VIl Congreso Latinoamericano de
Fitopatologfa. xiv Congreso Venezolano
de Fitopatologia. | Congreso Venezolano
de Micologia (1995). Facultad de
Ciencias Forestales. Univ. de Los Andes,
Mérida, Venezuela®.

Se continuaron los estudios bioquimicos
sobre la actividad antibidtica de las
bacterias antagonistas. Las fracciones
obtenidas de los extractos se analizaron
por bioautografia y en el caso de
Pseudomonas, se demostro la presencia
de pirrolnitrina, un antibidtico efectivo
para el control de patdgenos.

Con el fin de obtener un bioproducto
eficaz para ser incorporado al suelo o
sobre semilla, los cultivos de las cepas
bacterianas se incluyeron en diferentes
soluciones adhesivas. Se aplicaron en
semillas de especies horticolas sobre
diferentes tipos de soportes. Se evalud
la supervivencia de los organismos
benéficos y la eficacia en el control de
los patdgenos. La combinacion de turba
y arcilla con Pseudomonas presento

la mejor respuesta. Los resultados
preliminares de esta investigacion
fueron expuestos durante el v
Siconbiol (1996). Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado,
Embrapa, Foz do Iguacu, Parang, Brasil
(no publicado).

Los resultados obtenidos con la cepa
de Cladorrhinum, en la reduccion de la
necrosis causada por R. solani en plan-
tulas de algodén, y sobre varios suelos

de la region productora (zona norte de
la provincia del Chaco) con deficiencias
de fosforo (P), permitieron determinar
la capacidad del microorganismo de
solubilizar el P de esos suelos y facilitar
el crecimiento del hospedante. Los
resultados referidos fueron publicados
en 1997

En el marco de una estadia en la
Universidad de Hokkaido, Sapporo
(Japdn) en 1997, se presentaron

en el Centro de Convenciones de la
Universidad de Hokkaido los resultados
de las investigaciones realizadas

a campo, sobre la eficiencia de
rizobacterias promotoras de crecimiento
en lechuga (Lactuca sativa; L.)°. Ensayos
en campo sobre otras especies
horticolas, complementaron estos
resultados en la region de Cérdoba. Los
datos obtenidos sobre reduccion de la
patogenicidad por accion de los agentes
antagonistas sobre aislamientos de
Rhizoctonia en lechuga y en papa
(Solanum tuberosum; L.) fueron
publicados en 20071,

Otros estudios sobre control biolégico
realizados con investigadores de

la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires (FAUBA-
INTA) en el marco del Proyecto conjunto:
“Produccion y Manejo de Agentes
Biocontroladores de Fitopatdgenos del
Suelo” (1995 a 2000), contribuyeron

al aislamiento de varias cepas de
Trichoderma spp.

Resultados obtenidos sobre la
combinacion de antagonistas y
enmiendas organicas para el control

de fitopatdgenos de suelo en cultivos
horticolas fueron expuestos durante la xii
Conferencia Internacional de Agricultura
Orgdnica (1998), (IFOAM 98). Mar del
Plata, Argentina y luego publicados®*.

En octubre de 1998, el equipo de trabajo
organiz¢ el Primer Congreso Argentino
de Control Bioldgico de Patogenos
Vegetales en Buenos Aires. El evento fue
declarado de interés parlamentario por la
Camara de Diputados de la Nacion con la
Resolucion 870. También fue declarado
de interés por la legislatura de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires. Se conté con
el apoyo de diferentes instituciones, y los
disertantes extranjeros expusieron sus
resultados sobre el control biolégico de
patogenos vegetales. Muchos asistentes
del pafs tuvieron la oportunidad de
intercambiar con investigadores
internacionales y discutir sus resultados.

En el afio 1998 se publicaron los
resultados de la accion de bacterias
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antagonistas y sus metabolitos

sobre una cepa patdgena de R.

solani'®. Ademas, se evaluo tanto la
eficiencia de diferentes soportes para
la vehiculizacion de los agentes de
biocontrol como la eficiencia bajo
diversas condiciones. Adicionalmente,
los resultados sobre la produccién de
enzimas y la movilizacion de nutrientes
a partir de la materia organica obtenidos
de un aislamiento endofitico de C.
foecundissimum fueron presentados

en las sesiones de posters del xiv
Congreso Internacional de Proteccion
Vegetal (IPPC) (1999), Jerusalén, Israel.
En el mismo evento se expusieron los
resultados sobre la caracterizacion
fisioldgica y bioquimica de aislamientos
de Trichoderma con el propdsito de
mejorar el proceso de fermentacion’.

Posteriormente se evalud la eficiencia
de la solarizacion en combinacion con la
aplicacion de agentes de biocontrol en
acelga (Beta vulgaris L.) en campos de
produccién en la provincia de Cordoba,
Argentina.

Los resultados sobre el rendimiento
de acelga en suelos solarizados
fueron significativamente mayores
comparados con los otros tratamientos
y fueron presentados durante el xxvi
Congreso de la Sociedad Mexicana
de Fitopatologia y en el X Congreso
Latinoamericano de Fitopatologia
(1999), Guadalajara, México (no
publicado). Este trabajo fue premiado
por el Comité Organizador.

LOGROS

De acuerdo con el primer objetivo del
equipo de trabajo de contribuir a una
agricultura sustentable, los principales
logros a fines de la década fueron 1- la
obtencion de una importante coleccion
de aislamientos benéficos y 2- resultados
preliminares promisorios sobre la
eficiencia de los agentes de biocontrol
seleccionados.

En la década del 2000, se incorporaron
nuevos investigadores al equipo de
trabajo, lo que permitié profundizar

las investigaciones sobre diferentes
aspectos de los organismos benéficos
en estudio. El objetivo principal fue
llevar adelante la evaluacion de
diferentes métodos de aplicacion de
los indculos, tales como utilizar trozos
de madera u otros sustratos para
vehiculizarlos y determinar la respuesta
de esos indculos en condiciones de
campo?.

Considerando que el equipo de trabajo
del IMyZA habia organizado el primer
Congreso Argentino de Control Bioldgico,
el Dr. Joseph Kloepper, miembro activo
del comité organizador de la convencién
internacional de Rizobacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal
(Plant Growth Promoting Rizobacteria)
(PGPR), encomendd al equipo de
investigacion, la organizacion del Quinto
Taller Internacional de PGPR en 1999,
en Argentina. Este importante evento

se celebro en Carlos Paz (Cérdoba,
Argentina) el 29 de octubre de 2000 y
conté con la colaboracion del equipo

de trabajo e investigadores de otras
instituciones.

En el afio 2000 se firmd un nuevo
convenio de investigacion entre JICA

e IMYZA-INTA, denominado “Control
biolégico de enfermedades de las
plantas”. Este proyecto de colaboracion
bilateral tuvo vigencia hasta el afio 2004
y representd un papel sustancial en la
integracion de las investigaciones sobre
control biolégico y aquellas en fase de
desarrollo, en las EEA del INTAy en las
Universidades Nacionales de Cordoba y
de Buenos Aires.

En el marco del convenio, se realizaron
ensayos y se publicaron resultados
sobre las combinaciones de la
aplicacion de agentes benéficos con
solarizacién del suelo y con otras
practicas agricolas, en predios de
diferentes regiones'® % | os resultados
del acuerdo bilateral fueron publicados
en las Actas del Seminario Internacional
de “Control Biolégico de Enfermedades
de las Plantas”, Japon-Argentina (2004).
En el marco de las investigaciones,

se publicaron ademas los resultados
obtenidos con el desarrollo de un
método molecular para detectar
especies patdgenas de Streptomyces,
importante fitopatdgeno a controlar.
Este método permite la deteccion del
patdgeno en tubérculos de papa y desde
muestras de suelo.

Los estudios sobre formulaciones
solidas fueron un componente critico
de las investigaciones realizadas.
Esto se concreto con el desarrollo

de bioformulados registrados como
TRICOTRAP® y BIOTRAP®, obtenidos
en el marco del convenio con NITRAP
S.R.L,, firmado por el periodo desde
2004 a 2037.

Otro aspecto estudiado fue el impacto
de los agentes de biocontrol sobre la
comunidad microbiana original del
suelo. La diversidad microbiana implica
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no solo complejidad sino también una
gran capacidad de recuperacion del
equilibrio microbiano en diferentes
niveles de organizacion bioldgica. Por
ello se han estudiado los cambios en
las preferencias nutricionales de las
comunidades del suelo, luego de la
incorporacion de los agentes benéficos.

La diversidad funcional se evalud por
determinacion de las preferencias
nutricionales a través de la utilizacion
de diferentes sustratos con el sistema
BIOLOG®.

Los resultados del impacto del agente
de biocontrol Trichoderma sobre la
diversidad funcional de la comunidad
microbiana del suelo en un sistema de
monocultivo de tabaco en Argentina
fueron publicados en 2008".

En el afio 2005 se obtuvo la aprobacion
del Proyecto de Cooperacion bilateral
Italia-Argentina, «<Antagonistas

de organismos fitopatdgenos,
caracterizacion, evaluacion de la
capacidad de instalacion en el
ecosistema e impacto sobre las
comunidades microbianas existentes»
(Programa de Cooperacion Cientifico-
Tecnoldgico Argentino-ltaliano SECYT-
MAE (Ministro degli Affari Esterl), (Cod:
IT/PAO5S-AYEXV/118), (2005-2007).

Las misiones Italia-Argentina fueron
financiadas por MAE y por SECYT. El
objetivo principal de este proyecto fue
estudiar exhaustivamente diferentes
aspectos de las cepas de Trichoderma.

La investigacion se llevo a cabo con
aislamientos de Trichoderma spp. con
capacidad para estimular el crecimiento
de las plantas y ejercer antagonismo
sobre ciertos hongos fitopatégenos del
suelo.

Durante la primera misién de
investigadores italianos en Argentina, el
proposito fue determinar la produccion
de enzimas inducibles, especificas del
aislamiento seleccionado durante la
accioén antagonista.

En el caso de la misién llevada a

cabo por la contraparte argentina en
Italia, la investigacion se centré en

la transformacion de aislamientos

de Trichoderma spp. por medio de la
degradacion enzimatica de sus paredes
celulares. Posteriormente, se realizé un
seguimiento para observar la aparicion
de colonias recombinantes.

En otra etapa, se realizaron estudios
protedmicos de los aislamientos

de Trichoderma spp. en ensayos

de interaccion entre aislamientos
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antagonistas, plantas de tomate y
hongos fitopatogenos.

Durante la segunda mision, los estu-
dios de investigacion se centraron en
la capacidad de los aislamientos de
Trichoderma para la produccion de
metabolitos fungicos y su posterior
caracterizacion. Los resultados fueron
expuestos en el xIv Congresso SIPAV
(Societa Italiana di Patologia Vegetale)
(2007), Perugia, Italia®. Las actividades
mencionadas estuvieron contempla-
das en el Proyectos INTA (AEPV2552):
“Desarrollo de insumos bioldgicos para
el manejo de organismos perjudiciales”
(2006-20009).

En este mismo periodo se llevaron
adelante exhaustivos estudios sobre el
género Cladorrhinum como potencial
agente de biocontrol y los resultados se

publicaron en una revista internacional’®.

Final de la segunda década

Los principales logros fueron, el registro
de dos bioproductos, la informacion
sobre mecanismos de accion de
agentes benéficos y su eficacia en
ensayos sobre hospedantes. Ademas,
se firmaron importantes acuerdos
internacionales (JICA-INTA; SECyT-
MAE), incluso con una empresa privada
(NITRAP SRL).

En marzo de 2010 se aprobo el pro-
yecto de investigacion bilateral (codi-
go BE/09/04) entre los gobiernos de
Bélgica y de Argentina, financiados por
MINCyT-FNRS (Ministerio de Ciencia y
Técnica-Fondo de la Investigacion Cien-
tifica) respectivamente. Las misiones
entre Argentina y Bélgica fueron finan-
ciadas por MINCyT y por FNRS durante
la ejecucion del proyecto. Se realizaron
dos misiones de |'Université de Louvain
La-Neuve (UCL) al IMyZA, y dos del

IMyZA ala UCL. El objetivo de este
proyecto fue conocer las etapas a seguir
para el establecimiento de colecciones
de microorganismos de reconocimiento
internacional, comprendiendo desde la
recepcion de las muestras, el almace-
namiento hasta su gestién, como se
lleva a cabo en un centro Internacional
de conservacion de cepas como es la
Coleccioén Belga de Cultivos de Microor-
ganismos (BCCM Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms).

Este proyecto se vinculd con un
Proyecto Especifico del INTA AERG-
231257: “Conservacion y valoracion de
recursos genéticos microbioldgicos”
(2006.2009) y con el Proyecto
Especifico (AEPV214032): “Desarrollo
de metodologias y herramientas para
el manejo integrado de enfermedades”
(2009-2012).

El avance de otro proyecto de control
bioldgico con la empresa RIZOBACTER
S.A. firmado en 2007 y vigente en la
actualidad, proporciond la oportunidad
de mejorar una formulacién liquida
con la cepa de T. afroharzianum (antes
T harzianum) seleccionada asi como
de evaluar su eficiencia sobre cultivos
extensivos (fig. 2).

Para los bioformulados desarrollados
a partir de cepas de Trichoderma fue
de especial interés para el equipo

de trabajo investigar la variabilidad
biolégica de las especies considerando
gue no habia estudios previos en
profundidad sobre la taxonomia del
género en el pais. El abordaje de este
tema fue realizado por la Dra. Viviana
Barrera, investigadora del equipo, es
su tesis titulada E/ género Hypocrea en
la Argentina. Estudio de la variabilidad
molecular de su estado anamarfico
Trichoderma®. Las investigaciones

se realizaron sobre relevamientos de

Figura 2. Ensayos con Trichoderma afroharzianum y Fusarium graminearum sobre trigo.

especimenes en estado teleomorfico

y anamorfico de Trichoderma en
diferentes sitios geograficos de la
Argentina. Los objetivos principales
fueron identificar aquellas especies

de Trichoderma presentes mediante

el estudio de caracteres morfoldgicos,
fisioldgicos y moleculares, y conocer
los patrones de variabilidad molecular
neutral con el fin de generar marcadores
moleculares para reconocer cepas de
la misma especie, entre las cuales se
encontraban las cepas seleccionadas e
incorporadas en los convenios.

Posteriormente, se continuaron las
investigaciones sobre la utilizacion de
diferentes soportes en la conservacion
de las formulaciones de T. harzianum,
en el marco del proyecto con la empresa
RIZOBACTER y del Proyecto Especifico
de INTA: PNPV-1135023 “Estrategias de
bajo impacto ambiental para el manejo
de enfermedades de las plantas”
(2012-2018). Los resultados fueron
publicados®’.

La formulacion liquida con una especie
de Trichoderma se presento en el
mercado comercial como RIZODERMA®,
en 2014.

Esta tecnologia contribuye no solo a
reducir la contaminacion del ambiente
por la disminucién en el uso de
plaguicidas sintéticos, sino también

al incremento de los rendimientos
asociado a una produccion sustentable.

Este manejo del control biologico
implica una serie de practicas agricolas
para restablecer el equilibrio microbiano
y lograr una mayor supervivencia de los
agentes de biocontrol.

En 2014 se aprobd un nuevo proyecto
de cooperacion con JICA gque comenzd
en 2015. En el marco de este proyecto,
el objetivo a largo plazo fue la reduccion
de las enfermedades de las plantas
mediante el uso de productos que
incluyeran microorganismos benéficos.
Con los expertos japoneses Drs. Mitsuro
Hyakumachi y Masafumi Shimizu las
principales actividades planteadas
fueron establecer las condiciones
necesarias para lograr la produccion
masiva de los organismos de biocontrol
eficientes contra hongos fitopatégenos
y determinar su viabilidad en los
formulados en periodos prolongados.

Es importante sefialar que todas las
actividades desarrolladas en el marco

del convenio con JICA estuvieron
contempladas en el Proyecto Especifico
de INTA: PNPV-1135023 “Estrategias de
bajo impacto ambiental para el manejo de
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enfermedades de las plantas” (2012-2018).

La contribucion de las investigaciones
realizadas con los expertos japoneses
permitié obtener resultados relativos a

la conservacion de los propagulos de
Trichoderma durante varios meses en
estanterfa. Estos se informaron en el
seminario final: Research Project about
fermentation technology and formulation
of biocontrol agents against plant
pathogenic fungi. Vol 1 National Program
of plant protection-PNPV 1135023. Vol 2
Bilateral Project JICA-INTA.

En lo que concierne a los estudios sobre
el género Cladorrhinum, se describid

y publicé una nueva especie’. Los
aspectos moleculares y biotecnoldgicos
fueron estudiados con profundidad

en el marco del trabajo de tesis de la
Dra. Mara Martin, Caracterizacion de
aislamientos nativos de hongos del gé-
nero Cladorrhinum y su potencial como
agentes antagonistas y promotores del
crecimiento vegetal??. Ademas, se publi-
c6 una revision sobre la diversidad de
especies de Cladorrhinun'y su aplicacion
en biotecnologia?.

Se analizaron los perfiles metabdlicos
de 5 cepas nativas de C. samala'y C.
bulbillosum con cepas de referencia
utilizando 95 fuentes de carbono indi-
viduales del sistema BIOLOG® FF y los
resultados revelaron una variabilidad fi-
sioldgica intraespecifica en las especies
de Cladorrhinum ensayadas®.

La evaluacion in vitro del potencial
antagonico de los aislados nativos de
Cladorrhinum contra fitopatégenos se
realizé con aislamientos obtenidos de
suelos de diferentes regiones del pais 'y
con cepas de referencia.

Los resultados publicados sobre
Cladorrhinum fueron muy importantes
y se requieren mas estudios para
conocer con profundidad la capacidad
antagonica de algunas especies del
género contra F. graminearumy B.
sorokiniana.

A partir de las investigaciones
realizadas, se selecciono C. samala
como la especie con mayor potencial
de aplicacion. Estos resultados

fueron presentados en una sesion de
posters en el Il Congreso Argentino

de Microbiologia Agricola y Ambiental
(CAMAYA) (2015). Facultad de Ciencias
Agrarias-UCA-Palermo, Buenos Aires,
Argentina®.

Para la seleccion de los aislamientos de
Cladorrhinum con actividad enzimatica,
se cultivaron en un medio especifico
con carboximetilcelulosa (CMC) como

Unica fuente de carbono. Se utilizd
como método de tincion Rojo Congo,
el cual tifie de rojo a la celulosa en
tanto que la zona de degradacion de
la celulosa se manifiesta con un halo
incoloro. Se midieron los radios de

las colonias y el radio del halo a fin de
calcular el Indice Enzimatico (IE) como
el cociente entre el radio de la zona

de hidrdlisis y el radio de la colonia.
Estos datos preliminares sugieren que
las especies de Cladorrhinum pueden
tener capacidad de producir enzimas
celuloliticas bajo ciertas condiciones.
La cepa de T. harzianum (T3) utilizada
para comparar la actividad enzimatica
no presento diferencias entre el radio
del halo y el radio de la colonia. Los
resultados fueron expuestos en el vili
Congreso Brasilefio de Micologia (2016)
Universidad Federal de Santa Catarina,
Trindade, Floriandpolis, Brasil?'.

Mas recientemente se determind la
promocion de crecimiento vegetal a
partir de la biomasa radicular en plantas
de tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) por la accién de aislamientos
seleccionados de Cladorrhinum spp.

El trabajo se realizo con aislamientos

de la especie C. samala obtenidos

de suelos de diferentes regiones de
Argentina y con cepas de referencia. En
los ensayos se evaluaron las respuestas
de las plantulas de tomate inoculadas
que fueron sometidas a un estrés
hidrico. Los datos obtenidos a los 30
dias mostraron diferencias significativas
con dos de las cepas ensayadas.

Estos resultados indicaron que los
aislamientos tienen un efecto positivo
sobre el desarrollo de las raices de las
plantas de tomate en estas condiciones.
Los resultados fueron presentados en el
IV Congreso Argentino de Microbiologia
Agricola' y Ambiental (2018). Mar del
Plata, Argentina (no publicados).

Ademas, se analizd la capacidad de los
aislamientos nativos de C. samalay C.
bulbillosum con cepas de referencia
mediante el sistema BIOLOG® FF para
caracterizar sus patrones metabolicos y
los resultados fueron publicados®.

La investigacion sobre otros agentes
de biocontrol se incrementd con

los estudios sobre especies del
género Laetisaria. Los aislamientos
fungicos fueron obtenidos en el marco
del Proyecto Especifico de INTA
AEBIO-242441 “Calidad de suelos
mediante evaluacion molecular de
comunidades microbianas como
indicadores biolégicos”, durante los
afios 2009-2011, a partir de muestras
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de suelo del cultivo de cebolla (Allium
cepa L.), en un sistema de rotacion de
15 afios en la Estacion Experimental
Agropecuaria de Hilario Ascasubi.

Los resultados preliminares fueron
presentados por Andreotti et al. (2012)
a través de una sesion de posters en las
xIv Jornadas Fitosanitarias Argentinas
en Potrero de los Funes, San Luis,
Argentina. El autor analizé la frecuencia
de aparicion de hongos antagonistas
de F. oxysporum, entre ellos Laetisaria
spp., en distintas rotaciones del cultivo
de cebolla. Posteriormente, Marion et
al. (2015) expusieron los resultados
obtenidos de estudios morfoldgicos
de los aislamientos que indicaban que
pertenecian a L. arvalis. en una sesion
de posters en el Il Congreso Argentino
de Microbiologia Agricola y Ambiental
(CAMAYA), Facultad de Ciencias
Agrarias-UCA-Palermo, Buenos Aires,
Argentina. El andlisis filogenético con
ITS confirmé los resultados, que fueron
realizados en el marco del Proyecto
Especifico de INTA PNBIO-1131044
“Gendmica aplicada a estudios de
ecologia molecular y diversidad
genética”. Es importante destacar que
esta es la primera mencién de esta
especie de Laetisaria en Argentina.

Dentro de las actividades del proyecto
mencionado anteriormente, se realizo
ademas una prospeccion de la
actividad enzimatica con ocho de los
aislamientos de Laetisaria sp. obtenidos
con el objetivo de seleccionar cepas con
capacidad para reducir el crecimiento
de hongos fitopatdgenos de suelo. La
seleccion se llevo a cabo a través de
ensayos de antagonismo in vitro y por
la determinacion de la produccion de
“enzimas degradadoras de paredes
celulares” (CWDEs). Estas enzimas
estan involucradas en la degradacion
de materiales lignoceluldsicos y
pueden ser de utilidad para el control
de fitopatdgenos asi como en la
produccién de etanol de segunda
generacion. Los ensayos de control
se realizaron en cultivos duales contra
siete patdgenos: Bipolaris sorokiniana,
F. graminearum, F. oxysporum,
Pythium irregulare, dos cepas de R.
circinata y de Sclerotium rolfsii. Los
resultados indicaron que P, irregulare
fue el patdgeno que presentd mayor
inhibicién de crecimiento (73 %). Esta
informacion asi como la obtenida de
los enfrentamientos con Laetisaria

sp. contra los mismos patdgenos
fueron expuestos por Melignani et al.
(2018) en el Iv Congreso Argentino de
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Microbiologia Agricola y Ambiental.
Asociacion Argentina de Microbiologia
Buenos Aires, Argentina?.

Se evalud ademas la capacidad de

los aislamientos de Laetisaria de
producir enzimas en placa (quitinasas,
proteasas, celulasas, ligninasas). Las
quitinasas fueron producidas por siete
de los ocho aislamientos evaluados y
en tres de ellos con indices enzimaticos
elevados. Los resultados fueron
expuestos Melignani et al. (2018) en el
Iv Congreso Argentino de Microbiologia
Agricola y Ambiental. Asociacién
Argentina de Microbiologia, Buenos
Aires, Argentina®.

Actualmente, se contintan los
estudios de identificacion taxondmica
y molecular de esta especie y las
investigaciones sobre las enzimas
proteasas, celulasas y ligninasas en el
IMyZA, en colaboracion con la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de

la Universidad de Buenos Aires. La
informacion sobre esta especie, hasta
el momento, es escasa a nivel mundial,
por lo que se considera importante
profundizar en estos estudios.

Recientemente se realizd una
identificacion precisa de las especies de
Trichoderma incluidas en la formulacion
de RIZODERMA®® y se llevo a cabo la
investigacion molecular de las cepas
benéficas del género. Estos resultados
contribuyeron a una mejor comprension
de los mecanismos de accion de estas
especies y a la optimizacion de la
formulacién. La informacion obtenida
fue publicada®.

En 2019 se comenzo a coordinar

el Proyecto disciplinario 2019-PD-
E4-1069-001: “Bioprospeccion y
caracterizacion de microorganismos
benéficos para la proteccién y
produccién vegetal” de la Cartera 2019
(2019-2022).

Es importante destacar que en el marco
de los proyectos anteriores se llevaron
a cabo las actividades de seleccion y
caracterizacion de microorganismos
benéficos con capacidad para el
biocontrol de patégenos vegetales y
para la vinculacion con las empresas del
sector agroindustrial que contribuyeron
al desarrollo de los bioformulados
registrados. En esta nueva Cartera se
enfatizé la necesidad del monitoreo
sistematico de la biodiversidad para
aportar informacion a los programas de
conservacion.

Considerando la incorporacién de
Argentina al Protocolo de Nagoya y

dentro de las actividades desarrolladas
en este nuevo proyecto, se llevd a cabo
un exhaustivo trabajo de difusion, a

fin de incorporar los lineamientos del
Protocolo para los investigadores
participantes. Con este propdsito se
organizaron talleres de capacitacion en
vinculacion con los sectores de RRGG,
como la Redgen Microbianos de INTA,
la Gerencia de VT de INTA, el MAYDS,
departamentos de RRGG provinciales y
Parques Nacionales.

Ademas debe sefialarse que desde 1995
hasta 2017 el IMyZA fue sede del curso
de Control Biolégico de Fitopatdgenos
organizado en convenio con la Escuela
para Graduados (EPG), Fac. de
Agronomia (UBA). Se ha realizado cada
dos afios y fue dirigido por el Dr. Enrique
Monte Vazquez de la Universidad

de Salamanca (Espafia), y con la
codireccion del Dr. Eduardo Wright de

la Escuela para Graduados (EPG), Fac.
de Agronomia y el equipo de trabajo del
IMyZA.

Durante gran parte de las tres décadas,
el equipo de trabajo del IMyZA tuvo a

su cargo la coordinacion de proyectos
del INTA a nivel nacional e internacional,
con objetivos que contemplaron el
desarrollo de insumos bioldgicos para el
manejo de patdgenos, de metodologias
y de herramientas para el manejo
integrado de enfermedades asi como la
conservacion de la biodiversidad.

En el marco de estos proyectos,

se facilitd la integracion del equipo

de trabajo del IMyZA con otros
profesionales de estaciones
experimentales de distintas provincias.

Es muy importante destacar que

la estructura de estos proyectos
contemplo diferentes etapas en el
desarrollo de insumos o herramientas
conducentes a una agricultura
sustentable. Algunos de los equipos de
trabajo llevaron a cabo el aislamiento y
preservacion de organismos benéficos,
en tanto que otros, ya mas adelantados
en sus investigaciones, se encaminaron
al desarrollo de formulaciones
experimentales de productos biolégicos.

Se concluye que hasta el momento

los principales logros obtenidos

fueron el registro de los bioproductos
registrados: TRICOTRAP®, BIOTRAP®

y RIZODERMA®, el conocimiento de

la taxonomia y caracteristicas de las
cepas incluidas en los formulados y los
estudios avanzados sobre la cepa de
Trichoderma que compone el formulado
RIZODERMA® (T afroharzianum

Th2RI99) asi como la realizacion
de estudios adicionales sobre otros
microorganismos benéficos.

Los resultados aqui presentados
muestran que el equipo de trabajo

del IMyZA ha estado profundamente
implicado a lo largo de tres décadas
(desde 1990 hasta 2020 inclusive) en la
investigacion sobre el control biolégico
de los patégenos de las plantas.
Cientificos de varios laboratorios

y estaciones experimentales han
trabajado en diferentes proyectos a lo
largo de este periodo.

Se ha incrementado el uso de técnicas
genéticas y moleculares, especialmente
para entender los mecanismos de
accion de los agentes benéficos.
También se han producido avances
significativos en el desarrollo de
bioproductos, en la seleccion y en

las evaluaciones posteriores a su
aplicacion.

Ademas, la colaboracion internacional
en el control bioldgico de fitopatdgenos
ha contribuido ampliamente en todos
los aspectos que abarcan los programas
de control biolégico.
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