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INTRODUCCION

» Proyecto enmarcado dentro de la problematica de la
sustentabilidad de los cultivos extensivos de arroz y trigo.

» Enfoque tecnologico

} Introduccion



ECEDENTES

Area
importante de
investigacion y

desarrollo

MICROORGANISMOS * Manejo de
Complementar ecosistemas
S e productivos de forma
AGRICULTURA disponibles
SUSTENTABLE
Disminucion
del uso de
agroquimicos
y sus efectos
negativos
» T Antecedentes



Cultivos

» En Uruguay los cultivos de arroz y trigo son considerados de
alto interés economico.

» Pueden ser gravemente afectados por la presencia de
enfermedades - hongos patogenos

CULTIVO DE TRIGO

Fusarium
graminearum

HONGOS
‘ Afecta la implantacion v Fusariosis

« En el proyecto pondremos foco en el control
de las enfermedades de implantacion

Antecedentes



CULTIVO DE ARROZ

HONGOS

Sclerotium oryzae

‘ Enfermedades de tallo y vaina

Rhizoctonia oryzae

Rhizoctonia oryzae-sativae

Podredumbre de tallo
Rhizoctonia oryzae sativa Sclerotium oryzae

} Antecedentes

Mancha agregad




Hongos del género Trichoderma

» Estudiados y reconocidos por sus actividades
benéficas sobre vegetales

Agentes de control biologico de enfermedades

Promotores de crecimiento
Mejor germinacion
Mejora de peso seco

Nutricion, etc.

» A pesar de su amplio estudio y desarrollo

$

aun existen dificultades para la
produccion y comercializacion de JRaIEH
estos productos a gran escala

Antecedentes



~

Dificultad de v" Viabilidad del agente de
obtener control biologico (ACB)
formulados v/ Eficacia del ACB
adecuados v Aplicabilidad en campo

J

= Estudios enfocados en el desarrollo de
microencapsulados de cepas de Trichoderma
spp., como método de formulacion novedoso y
prometedor.

Antecedentes



Método de

Agente de Desarrollo de

Biocontrol produccion formulado

* Microorganismo * Sustrato soélido Estable

(Trichoderma) * Sustrato liquido * Viabilidad del
ACB

* Extension vida
atil

* Facil
incorporacion

- J - J - J

‘ Herramientas basadas en la microtecnologia

- Técnicas para el encapsulamiento del Trichoderma en
diferentes matrices.

} Antecedentes



Microencapsulado

0 Consiste en crear una barrera fisica que provee proteccion al
ingrediente activo frente a estrés externo.

» El microorganismo resulta envuelto con una capa protectora, usualmente un
biopolimero como alginato de Sodio, quitosano, almidon, agar, entre otros.

0 Como resultado, el microorganismo es capaz de sobrevivir por mas
tiempo y mantener su actividad metabdlica.

O Los métodos de microencapsulamiento pueden ser fisicos (spray
drying), quimicos (polimerizacion) o fisico-quimicos (gelacion ionica,
meétodo clasico).

Flg 4 Conidia of T horzionum spray dried at an inletjoutlet temperature setting of  Fig 6. Conidia of T harzionum microencapsulated with 8% (w/v) sucrose solution
6031 °C using a BUCHI Mini Spray Dryer B-290 without microencapsulation of sugar.  and spray dried at an inletfoutlet temperature setting of 60/31 °C using a BUCHI Jin’ X, y Custis, D. (20 |1 )
Mini Spray Dryer g-290. Tl ______

} Antecedentes



HIPOTESIS

Es posible la produccion y formulacion de esporas de
Trichoderma para el desarrollo de un producto biologico
de aplicacion comercial, utilizando microtecnologias que
aseguren viabilidad del agente activo, extension de vida
util, y facilidad de incorporacion a practicas agrarias,
manteniendo las funciones por la cual la cepa fue
seleccionada.

Hipétesis



OBJETIVOS

Objetivos generales

* Desarrollar una microtecnologia a partir de cepas locales de Trichoderma,
seleccionadas por su capacidad para el control biologico y/o la
promocion del desarrollo vegetal

* Validar su aplicacion en planta en invernaculo

Resultados esperados

* Obtener al menos un microencapsulado de Trichoderma, que pueda ser
usado para maximizar su efecto positivo sobre las plantas, ya sea a traves
de un mejor control biologico de las enfermedades o promocion del
crecimiento de los cultivos de trigo y arroz

2 Objetivos



Objetivos especificos

Evaluar la compatibilidad de
los aislamientos con los
polimeros comunmente

utilizados para el
microencapsulado de
microoganismos

Evaluar la capacidad de
multiplicacion masiva de
aislamientos
preseleccionados de
Trichoderma spp.

Desarrollar el proceso de
encapsulamiento adecuado
para el secado y
encapsulado de los
propagulos

Lograr la identificacion y
tipificacion molecular de las Verificar mediante ensayos
cepas que permita su en planta la actividad de las
seguimiento a través de los cepas y de los formulados
procesos de produccion y obtenidos
aplicacion en campo

2 Objetivos



METODOLOGIA

PUNTO DE PARTIDA
» TRIGO
» Semillas cultivar La Estanzuela 2433

TME Trichoderma atroviride Aisladas de trigo, evaluadas y seleccionadas por su eficiencia en
el control biolégico de Fusarium [S.Vero / F. Quimica].

TIC T. koningiopsis

Control comercial - Producto comercial

F.g.09.005 F. graminearum Cepas patogenas del trigo. [S.Vero, F. Quimica y S. Pereyra, INIA-La
Estanzuela].

F02.020 F. graminearum

» ARROZ

» 12 cepas, 9 aisladas como enddfitas o de suelos de cultivos de arroz [S. Martinez y S.
Lupo, INIA | F. Ciencias], 3 cepas de uso comercial.

» Semillas cultivar INIA Tacuari, sensibilidad intermedia a SCL y ROS

IL8 425 Sclerotim oryzae [S. Martinez y S. Lupo, INIA / F
ILB 427 Rhizoctonia oryzae sativa Ciencias]

Metodologia



Plan de trabajo

1.

Ensayos para establecer linea base

de las cepas de Trichoderma de trigo en lo que refiere a su
actividad como promotoras de crecimiento y de proteccion de
la semilla.

de las provenientes de arroz, linea base como controlador
biologico y como promotoras de crecimiento.

Evaluar la capacidad de todas las cepas de producir
propagulos en medio sé6lido

Cantidad de esporas producidas y % de esporas germinables
como indicador de viabilidad.

Finalmente, la produccion de microencapsulados sera
realizada con aquellas cepas que hayan resultado
seleccionadas tanto por su actividad benéfica como por su
aptitud para ser multiplicadas.

Metodologia



FORMULACION

SPRAY DRAYER

» La suspension de agente
encapsulante y esporas es
atomizada y deshidratada,
formandose en simultaneo
la capsula protectora en
torno a las esporas

Tobera, para la dispersion de la solucion en gotas finas.
2. Calefaccion eléctrica del desecante.

Cilindro de pulverizacion para secar las gotitas a
particulas solidas.

Separacion de las particulas en el ciclon.
5. Filtro para limpiar el aire de las particulas finas.

Aspirador para la produccion de corriente.

Metodologia



FORMULACION

e Se evalua:

* Compatibilidad esporas-agente encapsulante
* Eficiencia del proceso (esporas efectivamente encapsuladas)

* Viabilidad de las esporas encapsuladas, al momento de su produccion y
durante su conservacion a distintas temperaturas durante |12 meses.

Spray Dryer

Metodologia




ENSAYOS DE INVERNACULO CON FORMULADOS

 Se evalua la promocion del crecimiento y el control biologico en
bioensayos en plantas en invernaculo

Desafio: verificar que se mantenga la funcion luego del
proceso de deshidratacion y encapsulado

» Se realiza siguiendo la misma metodologia que para la evaluacion de
control biolégico de cepas inicial.

Metodologia



TIPIFICACION DE CEPAS

* Técnicas moleculares para la identificacion de cepas de trabajo

 Extraccion de ADN gendmico (Kit Qiagen Plant and Tissue)

* En casos de dudas sobre la especie de un aislamiento, el ADN sera usado como molde
para amplificar hasta 4 genes mediante PCR (ITS, FE, RPB2, call)

* Productos de PCR se secuencian y se usan para identificar las especies mediante
comparacion con secuencias de cepas de referencia.

« ADN genomico, se usa para genotipar las cepas mediante UP-PCR

* Permite separar cepas de una misma especie de Trichoderma, para su seguimiento
* Primer L-45 [Lubeck, M. et al. [999]

TME TAC  ILB397 M ILB394 ILB396 ILB395 ILB404 B Perfil de UP-PCR de cepas de Trichoderma
Cepa Especie
TME T. atroviride
TAC T koningiopsis
ILE 397 T. asperalium
ILE 324 T. koningiopsis
ILE 396 T koningiopsis
ILE395 T harzianum
ILE404 T. harzianim

Metodologia



GRACIAS |

Magdalena Olivera Alegre
Contacto: maguioli3 | 5@gmail.com
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