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Resumen

Gnomoniopsis smithogilvyi es un patégeno emergente del castafio que causa la
pudricion de sus frutos, reduciendo significativamente la produccion. Actualmente
no existe tratamiento especifico para su control. Una alternativa consiste en
utilizar agentes de biocontrol, destacando el género Trichoderma por su eficacia
frente a diversos fitopatégenos. A partir de aislados de este género obtenidos de
agallas de Dryocosmus kuriphilus en castafio, se evalud la eficacia in vitro de las
tres especies mas frecuentes (T. atroviride, T. citrinoviride y T. harzianum) frente a
un aislado de G. smithogilvyi, obtenido de castafias, que mostrd gran severidad en
ensayos de patogenicidad previos. El antagonismo se determiné mediante cultivos
duales en PDA con tres aislados de cada especie de Trichoderma mediante dos
métodos: 1) sembrando ambos hongos simultdneamente; 2) sembrando primero G.
smithogilvyi y 72 horas después Trichoderma. Se realizo dos veces cada método,
estableciendo cinco repeticiones por confrontacién y control. Los cultivos duales se
observaron diariamente, tomando medidas del crecimiento micelial. Los
resultados demostraron la alta inhibicion de las tres especies en ambos métodos,
con diferencias entre aislados. Dos aislados de T. atroviride y uno de T. harzianum
destacaron por su rapido crecimiento y biocontrol, consiguiendo inhibir el 100%
del patégeno.
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1. Introduccion

El patdgeno emergente G. smithogilvyi L.A. Shuttleworth, E.C.Y. Liew & D.I. Guest
(sin. G. castaneae Tamietti), es el agente responsable de la enfermedad conocida
como podredumbre marrén y esta originando dafios en castafias y erizos de
castafio europeo en los principales paises productores: Espafia (Aguin et al., 2022),
Italia (Visentin et al., 2012), Portugal (Coelho & Gouveia, 2021) y Grecia (Tziros,
2019), reduciendo significativamente la produccién y rendimiento de este cultivo,
generando serias preocupaciones a los productores (Lema et al, 2023; Morales-
Rodriguez et al, 2022). En Espafia, segundo productor mundial donde se origina
aproximadamente el 60% de la produccion europea de castafias (FAO, 2023), se ha
reportado en afios recientes la presencia de G. smithogilvyi causando podredumbre
marron en castafias y erizos (Aguin et al., 2022), pero también se habia detectado
previamente causando cancro en plantas hibridas de C. sativa x C. crenata
(Trapiello et al, 2018) y como enddfito en hojas y agallas colonizadas por
Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera, Cynipidae) (Mufioz-Adalia et al.,
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2019).

Los sintomas mads caracteristicos de esta enfermedad son la momificacion y
pudricion del fruto, tanto en pre como en postcosecha, dafiando las castafias aun
presentes en el drbol (Figura 1) (Maresi et al., 2013; Shuttleworth & Guest, 2017). En
varios estudios, este hongo se encontré como endofito, siendo aislado de agallas,
brotes, hojas, tallos, flores y frutos inmaduros asintomaticos, y produciendo
sintomas en ellos una vez maduros (Pasche et al., 2016a; Seddaiu et al., 2023;
Shuttleworth et al., 2012; Visentin et al., 2012).

Figura 1. Sintomas de la podredumbre marron causada por G. smithogilvyi en
castafio: a) podredumbre de erizos y necrosis en hojas; b) pudricion de los erizos,
momificacion de las castafias y apertura prematura de erizos; ¢) caida prematura de
los erizos inmaduros con castafias momificadas.

El incremento de la incidencia de la podredumbre marrén de la castafia
causada por G. smithogilvyi en los ultimos afios ha posicionado la investigacion de
esta enfermedad y el desarrollo de métodos de prevencién y control, tanto en pre
como en postcosecha, que sean eficaces como prioridad en el sector internacional
de la castafiicultura. En la actualidad no existe ningun tratamiento especifico eficaz
para su control, pero distintas especies del género Trichoderma han demostrado
eficacia para reducir la incidencia de G. smithogilvyi en castafios en diferentes
investigaciones (Benigno et al, 2024; Conti et al,, 2017; Pasche et al, 2016b; Ruocco
et al, 2016).

2. Objetivos
El objetivo de este trabajo es evaluar la eficacia in vitro de aislados de

Trichoderma obtenidos de agallas de D. kuriphilus en castafio frente a G.
smithogilvyi, como alternativa de biocontrol.

3. Metodologia

En trabajos previos, se estudid la patogenicidad de G. smithogilvyi en diferentes
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variedades gallegas de castafia incluidas en la Indicaciéon Geografica Protegida
‘Castafia de Galicia’ (Fraga et al, 2024) y la diversidad de especies fungicas
asociadas a agallas de D. kuriphilus en castafios gallegos, centrandose en el estudio
de la diversidad de patégenos vegetales (Fraga Meizoso et al., 2024). El primero de
ellos, permitid identificar un aislado de G. smithogilvyi que mostré gran severidad
en los ensayos de patogenicidad (Tabla 1, Figura 2) y en el segundo se
seleccionaron las tres especies mas relevantes por su frecuencia de aparicion (7.
atroviride, T. citrinoviride y T. harzianum) y, de cada una de ellas, se eligieron tres
aislados que destacaban por su velocidad de crecimiento y/o capacidad inhibitoria
frente a otros hongos (Tabla 1, Figura 3).

Tabla 1. Aislados de G. smithogilvyi y Trichoderma seleccionados.

Gs G. smithogilvyi FU-EFA 1087.20 PQ386423
Tatrl T. atroviride FU-EFA 630.37 PV250223
Tatr2 T. atroviride FU-EFA 630.58 PQ386416
Tatr3 T. atroviride FU-EFA 838.11 PQ386417
Tcitl T. citrinoviride FU-EFA 630.17 PQ3 86418
Tcit2 T. citrinoviride FU-EFA 1092.83 PQ3 86419
Tcit3 T. citrinoviride FU-EFA 1092.86 PQ 386420
Tharl T. harzianum FU-EFA 630.53 PV250224
Thar2 T. harzianum FU-EFA 767.17 PQ386421
Thar3 T. harzianum FU-EFA 767.21 PQ386422
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Figura 2. Aislado de G. smithogilvyi obtenido de castafia: a) castafia necrotica; b)
vista ventral del aislado; c) vista dorsal del aislado; d) conidiomas formados en PDA;
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e) detalle de los conidiomas; f) conidios. Barra de escala: 10 uym.

Figura 3. Caracteristicas morfologicas de las colonias de Trichoderma seleccionadas
creciendo en medio PDA: a) Tatr1; b) Tatr2; ¢) Tatr3; d) Tcitl; e) Tcit2; f) Tcit3; g)
Tharl; h) Thar2; i) Thar3.

El antagonismo de los tres aislados de cada especie de Trichoderma frente a G.
smithogilvyi se determiné realizando cultivos duales. Esta técnica consiste en el
enfrentamiento de una alicuota de 6 mm de didmetro de una cepa de Trichoderma
frente a otra alicuota de igual didmetro de la cepa patdgena, en una placa Petri con
medio PDA. Los cultivos duales se realizaron mediante dos métodos: 1) sembrando
ambos hongos simultdneamente; 2) sembrando primero G. smithogilvyi y 72 horas
después Trichoderma (Figura 4). Se realiz6 dos veces cada método, estableciendo
cinco repeticiones por confrontacién y control. Los cultivos duales se incubaron
durante una semana a 24°C y oscuridad, observandose diariamente y tomando
medidas del crecimiento micelial.

Figura 4. Esquema de realizacion de un cultivo dual.
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La inhibicién del crecimiento micelial de G. smithogilvyi se estimo por medio del
indice de antagonismo propuesto por Bell et al. (1982) (Tabla 2).
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e | e Tabla 2. Escala de evaluacion de la capacidad antagonista de Trichoderma spp. sobre

el patdgeno (Bell et al., 1982).

1 Trichoderma sobrecrecié completamente el patégeno y cubrié
toda la superficie del medio

2 Trichoderma sobrecreci6 al menos 2/3 de la superficie del medio

3 Trichoderma 'y el patégeno colonizaron cada uno
aproximadamente la mitad de la superficie del medio (mds de 1/3
y menos de 2/3) y ninguno de los dos organismos parecia
dominar al otro

4 El patégeno colonizé al menos 2/3 de la superficie del medio y
parece resistir la invasion de Trichoderma

5 El patégeno sobrecrecié completamente a Trichoderma y ocupd
toda la superficie del medio

Los cultivos duales se observaron durante 30 dias, antes de descartarlos, para
evaluar posibles cambios, evaluando el proceso de interaccién entre el hongo
antagonista y el patégeno mediante la escala de Badalyan et al. (2002) que clasifica
las interacciones segun 3 tipos principales (A, B, C) y 4 subtipos (Cai, Cpi, Caz, Cs2)
(Tabla 3).

Tabla 3. Escala de clasificacion de la interaccion entre dos hongos (Badalyan et al.,

A Bloqueo (inhibicién mutua, en el que ninguno de los dos
organismos fue capaz de superar al otro) al entrar en contacto
micelial
B Bloqueo (inhibicién mutua, en el que ninguno de los dos
organismos fue capaz de superar al otro) a distancia, sin contacto
micelial
C Sustitucién, sobrecrecimiento sin bloqueo inicial
Ca Sustitucion parcial tras el bloqueo inicial con contacto micelial
Cpy Sustitucién parcial tras el bloqueo inicial a distancia
Caz Sustitucion completa tras el bloqueo inicial con contacto micelial
Cy, Sustitucién completa tras el bloqueo inicial a distancia

4. Resultados

Dos aislados de T. atroviride y uno de T. harzianum mostraron un 100% de
inhibicién de G. smithogilvyi, tanto en siembra simultdnea, como introduciendo el
patogeno 72 horas antes (Tabla 4, Figura 5). El resto de aislados de Trichoderma
mostraron una inhibicién superior al 50%, ocupando aproximadamente 2/3 de la
placa Petri en ambos ensayos. El aislado que mostré peores resultados fue Thar3,
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ya que al introducir previamente el patdgeno, su antagonismo se redujo hasta
aproximadamente el 50%, ocupando cada hongo la mitad de la placa.

2025 |16.20 Tabla 4. Indice de antagonismo de los diferentes aislados de Trichoderma frente a G.
smithogilvy segtin la escala de Bell et al. (1982) y tipo/subtipo de interaccion segun la

escala de Badalyan et al. (2002).

Siembra Siembra de Siembra Siembra de
simultdnea Trichoderma tras simultanea Trichoderma tras

72h 72h
Tatrl T. atroviride 1 1 Caz Caz
Tatr2 T. atroviride 1 2 Ca Ca
Tatr3 T. atroviride 1 1 Caz Caz
Tcitl T. citrinoviride 2 2 Ca Caz
Tcit2 T. citrinoviride 2 2 Caz Cat
Tcit3 T. citrinoviride 2 2 Ca Cu
Tharl T. harzianum 1 1 Caz Caz
Thar2 T. harzianum 2 2 Caz Cpz
Thar3 T. harzianum 2 3 A A

Figura 5. Cultivos duales en PDA: a-c) inhibicion en cultivo simultdneo de G.
smithogilvyiy Tatr1 (a), Tatr3 (b) y Thar1 (c); d-f) inhibicion en cultivo de G.
smithogilvyi de 72 horas de Tatr1 (d), Tatr3 (e) y Thar1 (f).

Tras un mes, se observé que todos los aislados, excepto Thar3, produjeron una
sustitucion completa de G. smithogilvyi tras el bloqueo inicial con contacto micelial,
mejorando los resultados obtenidos a los 7 dias en el ensayo simultdneo. En el caso
de la introduccion previa del patdégeno, los aislados Tcit2 y Tcit3 mostraron
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diferencias, causando una sustitucion solo parcial del mismo, mientras que en los
cultivos simultdneos logro la sustitucién completa.

5. Discusion

El género Trichoderma esta frecuentemente asociado a los suelos y la rizosfera,
aunque también aparece colonizando distintos tejidos vegetales, y es ampliamente
conocido por su comportamiento antagénico frente a diversos patdgenos,
especialmente hongos, al inhibir su crecimiento mediante interacciones directas
(antibiosis, competencia o micoparasitismo) o indirectas (aumentando el vigor de
la planta y su tolerancia al estrés) (Hermosa et al., 2012; Woo et al.,, 2023).

La evaluaciéon del antagonismo de los aislados de Trichoderma endofitos
obtenidos de castafios gallegos frente a un aislado virulento de G. smithogilvyi
resulto en el hallazgo de tres cepas de Trichoderma (dos de la especie T. atroviride y
una de la especie T. harzianum) que mostraron un 100% de inhibicion del patégeno
en ambos ensayos, tanto al sembrarlos simultdneamente, como introduciendo el
patogeno con anterioridad.

En términos de gestion y control de la enfermedad, cabe destacar que
actualmente no hay opciones disponibles para los agricultores, centrandose la
gestion casi exclusivamente en la limpieza de residuos vegetales en otofio para
eliminar las posibles fuentes de indculo (Dobry & Campbell, 2023). En cuestion de
control, existen estudios sobre el uso de fungicidas como la piraclostrobina, el
difenoconazol (Silva-Campos et al, 2022) o el tebuconazol (Bastianelli et al., 2022),
entre otros, el empleo de fertilizantes como las sales a base de fosfonato, en
concreto, el fosfonato de zinc (Bastianelli et al, 2022), o la utilizacién de
antagonistas como Bacillus amyloliquefaciens, T. atroviride (Pasche et al, 2016b),
Pseudomonas putida y T. harzianum (Conti et al., 2017), entre otros, en precosecha o
para tratar injertos. En este sentido, es necesario destacar el trabajo de Benigno et
al. (2024) en el que demostraron que las inyecciones en el tronco de cepas de
Trichoderma suprimen eficazmente la pudricion de frutos en drboles de castafio.

A nivel de tratamientos postcosecha, existen estudios sobre el uso de
desinfectantes como el perdxido de hidrogeno o el acido peracético, entre otros
(Donis Gonzalez et al., 2010), 1a utilizacion de ozono gaseoso (Vettraino et al., 2019)
o la aplicacion de tratamientos con agua caliente y enzimas obtenidas a partir de T.
harzianum capaces de degradar las paredes fungicas (Ruocco et al, 2016). En
Portugal, también se ensayaron en los ultimos afios, tratamientos postcosecha a
base de fungicidas como el tebuconazol, antagonistas como B. amyloliquefaciens o
soluciones nutritivas (Agostini et al.,, 2022; Gomes et al,, 2023; Silva et al, 2022).

Segun Morales-Rodriguez et al. (2022), la aplicacion de condiciones estrictas en
la fase de esterilizacion de las castafias a nivel industrial puede inactivar el
patégeno en frutos asintomaticos y podridos. Por otro lado, estudios como el de
Ruocco et al. (2016) o el de Benigno et al. (2024) confirman el potencial del género
Trichoderma para prevenir y controlar en pre y postcosecha la enfermedad
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causada por G. smithogilvyi al aplicar soluciones del hongo mediante endoterapia

(f D en arboles adultos o hidroterapia (“curatura”) en castafias a nivel industrial. Sin
R embargo, es necesario estudiar con cautela los compuestos producidos por G.
r;‘;js‘“ 15-72}:; smithogilvyi, ya que Alvarez et al. (2023) observaron la produccién de micotoxinas

GIJON | JUNIO (dcido 3-nitropropidénico y diplodiatoxina) al enfrentarlo a agentes de control
bioldgicos y quimicos, presentando un riesgo para los consumidores.

e CO

El descubrimiento de tres aislados de Trichoderma con tanto potencial como los
hallados en este estudio y la reducciéon de materias activas quimicas permitidas,
abren la posibilidad de desarrollar un producto de biocontrol innovador y en linea
con los pilares de la agricultura sostenible y la gestién integrada de los cultivos.

6. Conclusiones

Dos aislados de T. atroviride y uno de T. harzianum destacaron por su rapido
crecimiento y biocontrol, consiguiendo inhibir el 100% de G. smithogilvyi, tanto en
la siembra simultanea como a las 72 horas de crecimiento del patégeno, por lo que
continuara su estudio para desarrollar posibles productos de control biolégico que
permitan reducir la incidencia de esta enfermedad, que causa graves pérdidas
econodmicas en el sector de la castafiicultura.
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