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MODALIDAD

La modalidad elegida para llevar adelante el trabajo final de carrera es “Una

investigacion en cualquiera de los campos de las Ciencias Agrarias y Forestales”.
RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.), especie horticola de importancia Nacional y
mundial, ha sido gravemente afectada por diferentes enfermedades, destacandose
el marchitamiento y cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis). Esta puede encontrarse en semillas, rastrojos o malezas,
ingresando por aberturas naturales o heridas. Su manejo consiste en el control
cultural o quimico, siendo éste ultimo cuestionado por sus efectos negativos en la
salud y el ambiente.. El Manejo Integrado de Enfermedades (MIE) implica el uso de
todas las herramientas disponibles para reducir la incidencia de enfermedades a un
nivel tolerable considerando la sustentabilidad ecoldgica. Una herramienta es el
biocontrol que consiste en la reduccion del patégeno, utilizando organismos
antagonistas como especies de Trichoderma. Otra herramienta es la biofumigacion
que libera al suelo compuestos volatiles provenientes de residuos vegetales que
inhiben fitopatogenos. El objetivo del estudio fue “Evaluar el potencial de la
biofumigacion y el uso de Trichoderma harzianum para el control del marchitamiento
y cancro bacteriano del tomate causado por C. michiganensis subsp. michiganensis
en un cultivo comercial de tomate”. Se realizaron ensayos in vitro donde se evaluo el
crecimiento del patégeno y del antagonista, solos, combinado con una crucifera.
Luego se evalud la severidad de la enfermedad y el numero y peso de frutos por
planta de tomate en invernaculo, donde los tratamientos fueron: plantas de tomates
inoculadas con Cmm en presencia o no de dos cepas de T. harzianum solas y en
combinacion con biofumigacion. En los resultados in vitro se evidencio el efecto
sinérgico entre antagonista y biofumigacién reduciendo significativamente el
crecimiento de Cmm, concordando con lo evaluado a campo, pero sin aumento

significativo del rendimiento. Finalmente, se puede afirmar que la combinacion de T.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/solanum-lycopersicum

harzianum con biofumigacién podria ser una alternativa incluida a un plan de MIE en

el cultivo de tomate bajo cubierta.

INTRODUCCION

Importancia del cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las especies horticolas mas
importantes y populares del mundo, alcanzando la produccién mundial 180.766.329
toneladas y abarcando un area de 5.030.545 de hectareas (FAOSTAT 2019). Es un
cultivo anual perteneciente a la familia Solanaceae (Jenkins, 1948, Peralta et al.,
2008), originaria de América, region que abarca parte de Bolivia, Chile, Colombia,
Ecuador y Peru (Peralta et al.,, 2008, Blanca et al., 2012). La fruta madura se
consume fresca y se utiliza en la fabricacion de una amplia gama de productos
procesados. Es una fuente importante de licopeno, un fitoquimico que protege a las
células del dafo oxidativo que se ha relacionado con el cancer (Giovannucci et al.,
1995).

El tomate es una de las hortalizas mas importantes en Argentina, siendo su
consumo de 16 kg/habitante/afio. La produccién en el pais, tanto en fresco como
para industria, se ubica aproximadamente en 1,2 millones de toneladas y 17.000
hectareas. En cuanto al producto en fresco, se destacan tres zonas de produccion:
NOA, NEA y Buenos Aires, siendo el aporte del Cinturon Horticola del Gran Buenos
Aires de suma importancia debido a que su produccion tiene como principal destino
el Mercado Central de Buenos Aires (principal destino de la produccion horticola a
nivel pais) y otros mercados nacionales distantes (SAGyP, 2020). De las 2000
hectareas que componen esta gran zona productiva, el 70% de esta superficie y las
plantaciones de tomate estan ubicadas en el Partido de La Plata y alrededores,
formando el Cinturon Horticola Platense (Argerich & Troilo, 2011). Sin embargo, el
potencial productivo de los cultivares de tomate en la region se ve afectado

constantemente por problemas de caracter fitosanitario (Polack & Mitidieri 2005).

Marchitamiento y Cancro bacteriano
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El marchitamiento y cancro bacteriano, producido por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) (Smith 1910; Davis et al., 1984) es la
enfermedad de mayor importancia de origen bacteriano en el cultivo de tomate,
afectando gravemente las plantas producidas en invernadero. Se encuentra
presente en casi todas las zonas productoras de tomate del mundo, (EPPO, 2020).
Su importancia radica en las grandes pérdidas de rendimiento que ocasiona,
pudiendo producir la pérdida total de las plantas afectadas y en la dificultad en el

manejo (Hausbeck et al., 2000).

El género Clavibacter pertenece al Phyllum Actinobacteria, Orden
Actinomycetales, Familia Microbacteriaceae. Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis es un bacilo Gram positivo, sin flagelos, aerdbico y productor de
capsula, pero no de esporas. En condiciones in vitro puede ser cultivado en caldo
nutritivo con extracto de levadura agarizado (NBY, Nutrient Broth Yeast) o en
extracto de levadura con dextrosa y CaCO; (YDC, Yeast Dextrose Carbonate)
(Schaad et al.,2001), donde en 48 — 72 h forma colonias de 2-3 mm de diametro,
convexas, lisas, con borde entero, de color amarillo palido a naranja, opaco y

mucoides.

En muchas ocasiones, el inicio de esta enfermedad o infeccién primaria se
produce a partir de semillas infectadas (Tancos et al., 2013), constituyendo la fuente
de in6culo primario mas importante (Chang et al., 1991; de Leon et al., 2011; CABI
2021). Si bien la introduccion del patégeno a un lote sano ocurre a través de las
semillas, una vez instalado puede sobrevivir en rastrojos y en este caso, ser éstos la
fuente de indculo primario mas importante. El ingreso a las plantas puede ocurrir a
través de aberturas naturales como estomas, hidatodos o flores; heridas
superficiales, como tricomas rotos; o bien por heridas que llegan al tejido vascular,
como las que se producen en el momento de las labores culturales (Gleason et al.,
1993; Sillén 1997; Carlton et al., 1998; EPPO 2013). Cuando esto ocurre se
favorece la dispersion al resto de las plantas en la hilera del cultivo (Kawaguchi et
al., 2010). La bacteria también puede sobrevivir en malezas, bandejas de siembra,
herramientas y tutores de madera que se reciclan para la campafia siguiente

(Blancard 1996; Jones et al., 2001). La diseminacion dentro del cultivo puede ocurrir



por contacto directo entre plantas o a través de las herramientas de trabajo y las
manos de los operarios durante las practicas culturales como el desbrote, deshoje o

tutorado.

La enfermedad puede presentarse desarrollando gran variedad de sintomas
(Figura 1), que varian segun las vias de ingreso a la planta. Pueden ser locales o
sistémicos, siendo estos ultimos los mas graves, ya que llevan al marchitamiento y
muerte de la planta. (Gleason et al., 1993; Carlton et al.,1998; EPPO 2013).

Figura 1. Cultivo de tomate afectado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. A:Sintomas
en hojas inferiores de la planta . B: Planta afectada.

La incubacién puede desarrollarse entre los 7 a 21 dias. Y la expresién de los
sintomas esta relacionada con las condiciones ambientales, densidad del inoculo,
edad y estado nutricional de la planta (Walker & Kendrick 1948; Strider 1970; Gitaitis
et al., 1991; Chang et al., 1991; Sharabani et al., 2013).

En cuanto al manejo de la enfermedad, se recomienda no efectuar
plantaciones en campos infectados, desinfectar herramientas con una solucién de
hipoclorito de sodio sal 10%, utilizar semilla de calidad garantizada y desinfectada,
no efectuar labores de desbrote en condiciones de alta humedad y erradicar del lote
plantas con sintomas. En cuanto al control quimico, se puede efectuar aplicaciones
de oxicloruro de cobre mas mancozeb de forma preventiva o frente a sintomas en el

lote (Flores et al., 2012). Vale mencionar, que si bien el uso de compuestos cupricos



y antibidticos han mostrado efecto sobre el patogeno (Milijasevic et al., 2015),
también han sido cuestionados por los efectos toxicos y su potencial acumulacion
en los suelos y organismos vivos. De todas formas, las alternativas quimicas no son
del todo eficientes para el control de la enfermedad (Balestra et al., 2009) v,
ademas, por tratarse de una enfermedad vascular, una vez que las plantas se

infectan, el control quimico es practicamente imposible.

Como consecuencia de lo anterior, el manejo deberia basarse en practicas
preventivas. Este se basa en reducir el indculo inicial mediante el uso de semillas
y/o plantines libres del patégeno, junto con la rotacién de cultivo, (Chang et al.,
1991; de Ledn et al., 2011). Una vez establecido el cultivo, se deberia evitar la
dispersion del in6culo secundario mediante la desinfeccién de las herramientas de
desbrote, debido a que todas las practicas que impliquen heridas incrementan la
propagacion del patogeno. Kawaguchi et al., (2014), han obtenido buenos
resultados desinfectando las herramientas con hipoclorito de sodio o calcio,
mientras que Rista et al., (2005) no han logrado comprobar totalmente la efectividad

de este producto para evitar la dispersion del patogeno.

La agricultura actual moderna, basada en la masiva aplicacion de
agroquimicos y el uso de cultivares e hibridos de alto potencial de rendimiento, ha
originado una serie de problemas de tal magnitud, que estan poniendo en duda la
posibilidad de alimentar a las futuras generaciones. La intensificacion en el uso de
insumos quimicos en la agricultura, junto con el uso inapropiado de ciertas
tecnologias, provocaron impactos que perjudicaron, tanto a los recursos propios de
los sistemas agricolas, atentando contra su capacidad productiva, como a los
recursos globales o de otros sistemas y a las personas que forman parte de ellos
(Saranddén & Flores, 2014). Adicionalmente, cada dia existe mayor presion social
para la busqueda de alternativas de control mas amigables con el ambiente y que

no tengan efectos negativos sobre la salud humana (Liu & Schelar, 2012).

En general, las enfermedades en las plantas se han controlado y se controlan
con altas dosis y frecuencias de aplicacion de agroquimicos sintéticos, eliminando

una gran cantidad de microorganismos, la mayoria de ellos saprofitos. Esta



eliminacién provoca un “vacio” y un riesgo de reinvasion por parte de los patdégenos
ante la pérdida del efecto amortiguador que opone la flora saprobia. La reduccion de
la biodiversidad como consecuencia del modelo predominante de agricultura es

particularmente evidente en el campo del manejo de enfermedades (Mdnaco, 2014).

Durante mucho tiempo ha prevalecido el concepto de "Control de
Enfermedades”, que involucra la aplicacion de medidas tendientes a erradicar al
organismo causal siendo, por lo tanto, sé6lo aplicable a un numero limitado de
situaciones. En los ultimos afos, este concepto ha sido reemplazado por el de
"Manejo de Enfermedades", que implica un proceso continuo de eventos
consistentes en la seleccion y uso de técnicas orientadas a reducir las
enfermedades a un nivel tolerable (Apple, 1977). En el manejo integrado de
enfermedades, ademas de aplicar todas las medidas disponibles, se toma en
consideracion la “sustentabilidad ecolégica”. Estas técnicas o estrategias tienen por
objeto disminuir la incidencia de las enfermedades en los agroecosistemas
minimizando o eliminando los dafios en el ambiente. Las técnicas mas utilizadas
para el manejo integrado de las enfermedades son, entre otras, el control bioldgico,
el manejo cultural, el uso de cultivos de cobertura, la solarizacion y el uso de

agroquimicos de banda verde en algunos casos puntuales.

El control biolégico o biocontrol, segun la definicion de Cook & Baker (1983),
es la reduccion de la densidad de inéculo o de la actividad de un patdgeno ya sea
en estado activo o latente, como resultado de la accion de uno o mas organismos
denominados antagonistas. Tal es asi, que este tipo de manejo, al utilizar agentes
biolégicos no genera los efectos negativos en el ambiente que presenta el control
quimico. En este sentido, los productos quimicos presentan pérdida de efectividad
porque los fitopatégenos generan resistencia a los mismos, y riesgos toxicolégicos
por contaminacién de los alimentos y del suelo y por su persistencia en el agua. No
sucede esto cuando se utilizan productos bioldgicos (Sanchez, 2019). De esta
manera,el control biolégico aparece como una alternativa para minimizar los dafios
causados por los patdégenos y reducir el uso de productos quimicos. De acuerdo con

Matta (1985), la estrategia biolégica contra los fitopatégenos consiste en mantener



el equilibrio biolégico preexistente a la incorporacion de un cultivo, o reconstituirlo y

manejar a los antagonistas naturales en situaciones ecoldgicamente desfavorables.
Trichoderma spp. como agente de biocontrol

Una gran variedad de especies fungicas han sido evaluadas como agentes
biocontroladores, dentro de estas especies, las del género Trichoderma spp. se
destacan en este tipo de estudios por su facilidad de cultivo y el amplio rango de

patégenos que controla (Infante et al., 2009; Durman et al., 2003).

Dentro de la clasificacion taxondémica, el género Trichoderma (Figura 2)
pertenece al Reino Fungi (Hongos verdaderos), Phyllum Ascomycota, Subphylum
Pezizomycotina; Clase Sordariomycetes (antes Pyrenomycetes), Orden
Hipocreales, Familia Hipocreaceas. Caracterizados por presentar ascas
unitunicadas contenidas en peritecios. En cultivo In vitro la mayoria de las colonias
de Trichoderma se caracterizan por su rapido crecimiento. Al comienzo de su
crecimiento, generan abundante micelio aéreo de color blanco grisaceo, luego su
color cambia al verde oscuro, por la gran masa de conidios que se generan. Los
conidiéforos son ramificados, generalmente se forman de a pares, estos terminan en
células conidibgenas denominadas fialides donde se forman las esporas asexuales
o conidios. En determinadas condiciones nutricionales o frente a la desecacion,

producen unas estructuras de resistencia llamadas clamidosporas.



Figura 2. Trichoderma harzianum in vitro, donde se observa una colonia madre de 7 dias de crecimiento
(izquierda) y crecimiento en diametro (derecha) de una colonia repicada.

Se caracterizan por ser hongos saprofitos, que sobreviven en suelos con
diferentes cantidades de materia organica, los cuales son capaces de
descomponerla, lo que les permite mostrar una gran plasticidad ecolégica (Harman,
2006). Es por esta razon que las especies del género Trichoderma son muy
comunes en diversos suelos, principalmente en suelos acidos y ricos en materia

organica.

Varios investigadores han encontrado a diversas especies de Trichoderma
como antagonistas muy eficientes de diferentes especies de hongos fitopatégenos
(Martinez et al., 2008; Brotman, et al., 2010, Corallo, 2012; Stocco et al., 2016;
Samaniego-Fernandez, et al., 2018). Estas especies son faciles de aislar, de cultivar
y de propagar en diversos substratos y, ademas, la mayoria de las especies tienen
un buen comportamiento como micoparasitos, compiten eficientemente por el
espacio y nutrientes, y tienen un sistema de enzimas capaz de atacar un buen
numero de fitopatdogenos (Papavizas, 1985). Se han descrito diferentes mecanismos
de accion de Trichoderma frente a los fitopatdgenos, estos se han clasificados de
accioén directa frente a los patdégenos o de accion indirecta. Entre los primeros, los
principales son la competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la

antibiosis, los que tienen una accion directa frente al hongo fitopatdgeno (Lorenzo,
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2004; Howell 2003). Entre los mecanismos de accion indirectos se pueden
mencionar los que inducen mecanismos de defensa de tipo fisiolégicos y
bioquimicos como es la induccién de resistencia en la planta (Harman, 2000), con la
detoxificacion de toxinas excretadas por patégenos y la desactivacion de enzimas
de estos durante el proceso de infeccion; la solubilizacién de elementos nutritivos,
que en su forma original no son accesibles para las plantas. Ademas, tienen la
capacidad de crear un ambiente favorable al desarrollo radical lo que aumenta la
tolerancia de la planta al estrés y actuian como promotores de crecimiento (Harman
et al., 2004).

La especie Trichoderma harzianum ha sido, hasta el momento, el hongo
antagonista mas utilizado en el control de enfermedades de las plantas. Ademas, se
han obtenido nuevos biotipos tolerantes a fungicidas, con una mayor habilidad
antagonista que los aislamientos originales (Martinez et. al., 2013). Es asi como,
aislamientos de Trichoderma spp. estan siendo usados para el control biolodgico de
enfermedades en muchos cultivos a nivel mundial (Mayo et al., 2015, Harman, 2006;
Guerrero et al., 2017; Rolleri et al., 2021). Como ejemplo el estudio realizado por
Martinez et al., (2008) donde se seleccionaron aislamientos de Trichoderma spp.
como antagonistas en forma in vitro, en condiciones semicontroladas y
posteriormente se probaron a campo, para el biocontrol de Rhizoctonia sp en cultivo
de arroz. En el mismo trabajo se evalu6 la competencia por el sustrato,
micoparasitismo y la antibiosis de los microorganismos involucrados y se demostro
que el 98,31% de los aislamientos presentaron alta capacidad antagodnica, con
diferentes tipos de interaccibn como lisis, vacuolizacion, enrollamiento y
penetracion. De los 11 aislamientos de Trichoderma estudiados, 7 mostraron una
eficiencia técnica superior al 80% en condiciones semicontroladas y 3 se destacaron

para ser evaluados en el control de la enfermedad a campo.
Biofumigacién

La biofumigacion es una practica que se utiliza para el control de plagas y
enfermedades edaficos por medio de la liberacion en el suelo de compuestos, en su
mayoria volatiles, originados por la descomposiciéon de residuos organicos. Se

pueden emplear estiércoles, residuos agroindustriales y de cosechas, incorporacién
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de plantas de la familia Brassicaceae (Cruciferas) y otras especies como sorgo,
maiz, etc. (Perniola et al., 2016). Durante el proceso de biofumigacién, como
resultado de la descomposicion del material organico, se generan en el suelo
sustancias con actividad biocida como amonio, acido acético, metil isotiocianatos y
compuestos azufrados. Algunos materiales organicos tienen efecto, por ejemplo,
contra nematodes a través de la actividad microbiana relacionada con la liberacion
de amonio. Cuando los materiales incorporados al suelo para biofumigar son tejidos
de Cruciferas, entre los productos de la degradacion de estos, se liberan
compuestos denominados glucosinolatos (Hernandez, 2007). Los isotiocianatos y
otros compuestos volatiles derivados de los glucosinolatos juegan un papel muy
importante en la supresion rapida (menos de 10 dias) de patégenos. En diferentes
ensayos, enmiendas con residuos de batata, papa, espinaca, tomate y sorgo fueron
en algunos casos tan efectivas como los residuos de Cruciferas (Perniola et al.,
2014), por lo que numerosos autores suponen que el aporte de materia organica
sobre la comunidad microbiana puede favorecer la apariciéon de antagonistas y

contribuir a reducir la poblacion de patégenos (Mitidieri, 2005).

La combinacién de métodos de control biolégico con practicas culturales
podria colaborar en la prevencién y en la disminucion de la incidencia y severidad
de enfermedades provocadas por diferentes patégenos. Resultados obtenidos por
Perniola et al., (2014) demostraron en forma in vitro que Trichoderma spp. puede ser
considerada compatible con la biofumigacién con Brassica juncea. Ademas,
determinaron que el crecimiento y su efecto antagonista sobre Fusarium
graminearum, no serian afectados por la biofumigacién con B. juncea. Otros
estudios encontraron un efecto sinérgico entre Trichoderma spp. y la biofumigacion
con harina de semilla de Brassica carinata en un ensayo realizado en suelo bajo
condiciones controladas (Galletti et al. 2008)

Considerando los antecedentes mencionados el empleo de antagonistas
microbianos para el control biolégico de Cmm, en combinacién con la biofumigacion,
podria ser la mejor alternativa frente a las externalidades negativas provenientes del

modelo actual. Por lo expuesto se presentan los siguientes objetivos:

12



Objetivos generales

Evaluar el potencial de la biofumigacién y el uso de Trichoderma harzianum para
el control del marchitamiento y cancro bacteriano del tomate causado por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en un cultivo comercial de

tomate.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto in vitro de T. harzianum sola o combinada con sustancias
biofumigantes producidas por las Cruciferas sobre Cmm.

e Evaluar el efecto en invernaculo de la aplicacion de T. harzianum sola o
combinada con la biofumigacién con especies de la familia Brassiceae
sobre Cmm en plantas de tomate.

e Evaluar el rendimiento (Peso y numero de frutos) de las plantas tratadas

con T. harzianum, luego de haber realizado una biofumigacion al suelo.
Hipotesis

Existe efecto sinérgico entre Trichoderma harzianum y los compuestos volatiles
liberados de la descomposicion de las Cruciferas para reducir el crecimiento de

Cmm aumentando los rendimientos de las plantas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Ensayos en laboratorio

1. Ensayos en laboratorio
a. Ensayos de confrontacién entre el patégeno, el biocontrolador y las

sustancias biofumigantes.

Para evaluar el efecto de la biofumigacion y de las dos cepas de Trichoderma
harzianum (Th5cc y Th 118) sobre el patdgeno se recolecto el tejido vegetal fresco

de ruacula (Eruca vesicaria), proveniente de los experimentos del invernaculo. El
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tejido vegetal se acondicion¢ limpiandolo con agua corriente, secandolo, cortando el
material en pequefnos trozos y luego se pesd en una balanza. Se colocaron en la

base de una caja de Petri 5 g del tejido de la planta.

Para la preparacién del ensayo, primeramente, se trazé una linea guia de 4 cm de
largo en bases de cajas de Petri donde se sembrd la bacteria sobre Agar nutritivo.
Esta linea se encontré a 3 cm del borde de la caja y a 3 cm al lugar donde se coloco
el antagonista. Sobre la misma base, se colocé un disco de 0,5 cm de diametro
obtenidos a partir de una colonia madre de T. harzianum en aquellos tratamientos
donde se encontraban ambos microorganismos interactuando con la bacteria y la
Crucifera o solo. Posteriormente se unié a la base con medio de cultivo otra base de
caja de Petri que podia contener el tejido vegetal o estar vacia segun el tratamiento

que corresponda.

Todas las cajas de Petri, incluyendo la placa control sin tejido vegetal, se incubaron
en estufa de cultivo a 27°C. Lo anteriormente mencionado se puede visualizar en la

siguiente Figura 3.

Figura 3. Ensayo in vitro. A: acondicionamiento y pesado de material vegetal. B: Colonia madre de Cmm. C:
Colonias madre de T. harzianum. D: Cajas marcadas con las lineas guias para la siembra de los
microorganismos. E: Siembra en condiciones de esterilidad. F: Cajas con los diferentes tratamientos para
incubar en estufa.
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Durante todos los dias hasta que finalizé el ensayo se evalu6 el diametro de la
colonia de T. harziarum y el area de la colonia de Cmm (Figura 4). El final del
ensayo se determind cuando Trichoderma cubri6 toda la caja de Petri. Para evaluar
el area de la colonia de Cmm, se midid el crecimiento en longitud sobre la linea
marcada de la colonia de bacterias y se tomaron 3 medidas perpendiculares (centro
y a los 2 cm de éste hacia la derecha e izquierda) de ancho. Para la etapa de
evaluacion, se promedi6 las tres medidas de ancho y se lo multiplicé por la longitud
del crecimiento, obteniendo asi, el valor de crecimiento de la bacteria. En cambio,
para medir el diametro de la colonia de T. harzianum, se tomaron dos medidas de

crecimiento perpendiculares entre si.

Figura 4. Técnica utilizada para medir Cmm (izquierda) y T. harzianum (derecha) in vitro.

2. Ensayos para la evaluacion del efecto de la biofumigacion y de T.
harzianum sobre la infeccion de C. michiganensis subsp michiganensis
en plantas de tomate en condiciones de invernaculo.

a. Preparacion del terreno para biofumigar.

El ensayo se realizé en un invernadero proveniente de un periodo de descanso de
18 meses. Para la biofumigacion se sembrd en la mitad de este una mezcla de
especies la Familia Brassicaceae (300 gr) compuesta por variedades de kale
(Brassica oleracea var. sabellica L.) 177 g, rucula (Eruca vesicaria) 67 gy col negra
(Brassica oleracea var. gongylodes) 56 g. Las especies se incorporaron al suelo
cuando llegaron a floracion con una rastra rotativa, previo picado y triturado de las

mismas. A continuacién, se coloco polietileno cristal de 150 um durante 10 dias para
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favorecer la descomposicion de la materia organica y la produccion de compuestos
volatiles provenientes de las Cruciferas. El transplante se realizé 72 h después de

retirado el polietileno (Figura 5), cuando los plantines tenian entre 4 o 5 hojas.

Se utilizaron plantines de tomate comerciales hibridos Elpida y previo al transplante

se realizé la incorporacion de los antagonistas como formulado liquido.

L £5 Y

Figura 5. Secuencia de pasos para la preparacion del terreno a biofumigar y posterior transplante de tomates.
A: siembra y crecimiento de Cruciferas en el terreno donde se realiz6 el ensayo. B y C: corte de la Cruciferas
para ser incorporada al suelo y preparacion del lote a biofumigar. D: incorporacion de las Cruciferas al suelo
mediante pasada de disco. E:colocacion del polietileno para la biofumigacion. F: plantacion de plantines de
tomate.

b. Preparacion del inéculo de T. harzianum.

Como antagonistas se utilizaron 2 cepas de T. harzianum, la cepa Th 118 y Th5cc,
ambas se encuentran caracterizadas molecular y morfolégicamente y pertenecen al
Banco Micolégico de especies de Trichoderma que se encuentra en el CIDEFI. La
cepa Th 118 fue aislada de la superficie foliar de plantas de tomate y estudiada
previamente en ensayos de invernaculo frente a Botrytis cinerea donde redujo la
incidencia de los sintomas ocasionados por este patdégeno (Dal Bello et al., 2011).
Por otra parte, la cepa Th5cc fue aislada de trigo y utilizada como antagonista de

Zymoseptoria tritici (Cordo et al., 2007). Para la preparacion del formulado liquido,
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se sembraron en cajas de Petri con el medio APG (Agar papa glucosado 2%),
discos de 5 mm de diametro de un cultivo de cada cepa de T. harzianum de 6 dias
de edad. Al cabo de una semana, se rasparon la superficie de la colonia con un
cepillo mas el agregado de agua destilada estéril. Las suspensiones se ajustaron a
1 x 10® conidios/mL. Se agregé 10 mL de cada antagonista en forma de riego a
cada celdilla de la bandeja de siembra donde se encontraban las plantas de tomate.

En los tratamientos testigos solo se colocd 10 mL de agua destilada estéril.

c. Preparacion del inéculo de Cmm.

Se utilizé la cepa de la bacteria patdégena que pertenece a la coleccién del CIDEFI
(LPA15), aislada de plantas de tomate infectadas del Cinturon Horticola Platense e
identificada por sus caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares. La
inoculacion se realizd6 a partir de una suspensién bacteriana que se obtuvo
utilizando cultivos de 24 a 48 h de edad en medio NBY (Nutritive Broth Yest Extract
Agar — Caldo Nutritivo Extracto de Levadura Agar) a partir de los cuales se retiraron
las bacterias de la superficie y se suspendieron en agua destilada estéril, ajustando

la concentracion de la suspension a 1 x 10” UFC/ml. con espectrofotometro.

La suspensidon bacteriana se aplico en la herida del desbrote entre la 4ta y 6ta hoja,
cuando las plantas tenian una altura total con 12 a 14 hojas desarrolladas. Se
utilizé un palillo estéril embebido en la suspension, pulverizando posteriormente
sobre la herida con agua destilada para favorecer las condiciones de humedad y

asegurar la infeccion de las plantas (Figura 6).
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Figura 6. Inoculacion de Cmm en cultivo de tomate. A: cultivo de tomate en estadio de fructificacion. B y C:
inoculacion de Cmm en el cultivo al momento del desbrote.

d. Diserio experimental

El ensayo se llevd a cabo en la Estacion Experimental de Gorina - Ministerio de
Desarrollo Agrario de la Provincia de Buenos Aires. Se utiliz6 un invernaculo
comercial de 6 x 20 m Se organiz6é en 3 bloques con 6 tratamientos al azar. Por

cada tratamiento se realizaron 6 repeticiones.
Los tratamientos fueron los siguientes:

-TO: plantines de tomate inoculados con Cmm e incorporaciéon de Cruciferas.

-T1: plantines de tomate tratados con T. harzianum (Th5cc), inoculados con Cmm e
incorporacion de Cruciferas.

-T2: plantines de tomate tratados con T. harzianum (Th 118), inoculados con Cmm e
incorporacion de Cruciferas.

-T3: plantines de tomate sin Trichoderma inoculados con Cmm.

-T4: plantines tratados con T. harzianum (Th5cc) e inoculados con Cmm.

-T5: plantines de tomate tratados con T. harzianum (Th 118) e inoculados con Cmm.

La evaluacion consistié en determinar la severidad de la enfermedad, cuantificando

las hojas afectadas por encima y por debajo de la zona de inoculacion y los
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parametros de rendimiento, numero y peso de frutos por planta (Figura 7). Se

realizaron tres evaluaciones con una frecuencia semanal.

Figura 7. Evaluacién de los parametros del rendimiento, peso y nimeros de frutos por planta durante el ensayo.
A: parcela de ensayo. B: recoleccion de frutos por planta y por tratamiento. C: identificacion de cada cosecha
con numero de bloque, numero de planta y tratamiento. D: pesado y recuento de frutos.

4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos in vitro y de invernaculo se analizaron
mediante Andlisis de la varianza (ANOVA), comparando sus medias con la prueba
de Tukey para un nivel de significancia del 5% (P<0,05). En el caso que los datos no
cumplan con los supuestos de normalidad, homocedasticidad y aleatoriedad, se
aplicé la estadistica no paramétrica mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Para

ambos analisis se utilizé el programa estadistico Infostat® (Di Rienzo et al., 2015).

RESULTADOS

A continuacién, se presentan los resultados de los ensayos planteados en el
proyecto de trabajo final. Parte de las actividades programadas de laboratorio

(ensayos in vitro de biocontrol con la cepa Th 118) no se pudieron completar debido
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a la pandemia declarada de Covid 19 y a las medidas para el aislamiento social,

preventivo y obligatorio declaradas por el Gobierno Argentino (ASPO).

1. Ensayos en laboratorio
a. Ensayos de confrontacion entre el patégeno, el biocontrolador y las

sustancias biofumigantes.

Se evalué diariamente el crecimiento de Cmm y la cepa Th5cc de T. harzianum spp.
durante 4 dias consecutivos, tiempo en que el antagonista tardé en cubrir toda la
caja de Petri.

Los resultados del ANOVA del primer dia de evaluacién (Tabla 1) demuestran que
existen diferencias significativas entre los tratamientos, dado que el p-valor fue de
0,0001.

Tabla 1. Analisis de la Varianza del crecimiento de Cmm del primer dia de evaluacion.

EV | sc o cM F  palor
Modelo. 5,55 3 1,85 14,07 0,000l
Tratamientos 5,55 3 1,85 14,07 0,0001
Error 2,1 16 0,13
Total 7,65 19

Como muestra la Figura 8, durante el primer dia de evaluacién no hubo diferencias
significativas en aquellos tratamientos donde se encontraba el patégeno sélo
(testigo), el patdégeno en presencia del tejido vegetal de la Cruciferas o ambos
combinados con el antagonista. Sin embargo, se observa que el crecimiento del
patdgeno en los tratamientos que se encontraba presente el antagonista sin las

cruciferas, fue significativamente mayor.

20



Dia 1: crecimiento de Cmm
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E 1,00
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o 0,00
O cmm cmm + Cmm + Crucifera Cmm +

Trichoderma Trichoderma
spp. spp. + Crucifera
Tratamientos

Figura 8. Crecimiento del patdgeno sdlo, en presencia del antagonista, en presencia de la Cruciferas y en
presencia del antagonista y la Cruciferas. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05).

El analisis de la varianza realizado con los datos del segundo dia de ensayo (Tabla
2) no present6 diferencias significativas entre los tratamientos, dado que el p -valor

fue de 0,7414.

Tabla 2. Analisis de la Varianza durante el segundo dia de ensayo.

EV | sc o cM F  p-valor
Modelo. 9,92 3 3,31 0,42 0,7414
Tratamientos 9,92 3 3,31 0,42 0,7414
Error 126,03 16 7,88
Total 135,94 19

En la siguiente Figura 9 se puede observar que, aunque no hubo diferencias
significativas con los otros tratamientos, el crecimiento del patégeno fue mayor, en el

tratamiento con el antagonista y la Crucifera.
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Dia 2: crecimiento de Cmm
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Trichoderma Trichoderma
spp. spp. 4 Crucifera

Tratamientos

Figura 9. Crecimiento del patégeno sdlo, en presencia del antagonista, en presencia de las Cruciferas y en
combinacién del antagonista y las cruciferas durante el segundo dia de ensayo.

Para los datos del tercer dia de ensayo, se realizé un ANOVA pero como los datos
no cumplieron los supuestos de normalidad, homocedasticidad y aleatoriedad, se

aplicé estadistica no paramétrica mediante la prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis no paramétrico. Prueba de kruskal Wallis durante el tercer dia de ensayo.

Tratamiento Ranks
Trichoderma spp. + Cmm + Crucifera 3.6 A
Cmm + Crucifera 11,3 B
Trichoderma spp. + Cmm 11,9 B
Cmm 15,2 B

En la Figura 10 se puede observar que con la combinacion de Trichoderma sp. y las
Cruciferas el crecimiento del patégeno fue menor que en el resto de los
tratamientos. Incluso se puede observar un 75% menos de crecimiento que el
testigo con Cmm solo. Si bien los tratamientos que presentaba el patégeno con el
antagonista y el patégeno con las Cruciferas, tuvieron un crecimiento menor en
comparacién del testigo, no fueron tan destacables como el tratamiento

anteriormente mencionado.

22



Dia 3: Crecimiento de Cmm
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Tratamientos

Figura 10. Crecimiento del patégeno solo, en presencia del antagonista, en presencia de las Cruciferas y en
presencia del antagonista y las Cruciferas durante el tercer dia de ensayo.

En el cuarto dia de evaluacién el analisis de varianza (Tabla 4) demostro diferencias
altamente significativas entre los tratamientos, dado que el p-valor fue menor a
0,0001.

Tabla 4. Analisis de la Varianza del crecimiento de Cmm durante el cuarto dia de ensayo.

EV SC gl CM F p-valor
Modelo. 2,25 3 0,75 19,17 <0,0001
Tratamientos 2,25 3 0,75 19,17 <0,0001
Error 0,63 16 0,04
Total 0,63 19

El testigo (Cmm Solo) no presentd diferencias significativas en el crecimiento con el
tratamiento con el patdgeno y el antagonista. El tratamiento con el patégeno y con la
Crucifera, tuvo un mayor crecimiento presentando diferencias estadisticamente
significativas. Por otro lado, es importante destacar que el tratamiento con
Trichoderma sp. y las Cruciferas tuvo un crecimiento de Cmm significativamente
menor que el resto de los tratamientos. Lo mencionado anteriormente, se puede

observar en la siguiente Figura 11.
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Dia 4: crecimiento de Cmm
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Figura 11. Crecimiento del patdgeno sélo, en presencia del antagonista, en presencia de la Crucifera 'y en
presencia del antagonista y la Crucifera durante el cuarto dia de ensayo. Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p > 0,05).

En cuanto a las variaciones del crecimiento diario del patdgeno (Figura 12), se
observaron distintas situaciones entre los diferentes tratamientos durante los dias
transcurridos hasta la finalizacion del ensayo. En el tratamiento testigo (Cmm solo)
hubo un aumento del crecimiento durante las 3 primeras evaluaciones, llegando a
su pico maximo en el tercer dia, produciendo una caida en el crecimiento hacia el
cuarto dia, que podrian estar asociado a una contaminacién. El tratamiento donde
se enfrentaba la bacteria con la especie vegetal, Cmm tuvo un crecimiento en
aumento durante el transcurso de todo el ensayo, la explicacion a este
comportamiento deberia ser estudiada en futuras investigaciones. En cuanto al
crecimiento que presenta Cmm cuando esta solo con el antagonista, se mantuvo
constante durante los 4 dias de evaluacion, evidenciandose que 7. harzianum
produce un efecto de detencién del crecimiento de la bacteria. Por ultimo, el
crecimiento de Cmm, en el tratamiento que combina Trichoderma y las Cruciferas,
tuvo su maximo efecto de antagonismo a partir del tercer dia de evaluacion,
evidenciandose el efecto de inhibicion del crecimiento sobre el patégeno a mediano

o largo plazo.
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Evolucion del crecimiento de Cmm por dia
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= Cmm Trichoderma spp. + Cmm Cmm + Crucfera

Trichoderma spp. + Cmm + Crucifera
Figura 12. Variacion del crecimiento de Clavibacter michiganensis spp. michiganensis durante el periodo de
transcurso del ensayo y su variacion frente a los distintos tratamientos.
En cuanto al crecimiento del antagonista, se observaron muy pocas variaciones en
el diametro durante las diferentes evaluaciones y entre los distintos tratamientos
hasta la finalizacion del ensayo. Se realizaron los analisis de varianza para cada
evaluacion y todos mostraron que no habia diferencias significativas entre los
tratamientos (datos no mostrados). Todos los tratamientos presentaron un
comportamiento similar a lo largo del ensayo, siendo los tratamientos del
antagonista junto al patdégeno y del antagonista solo los que tuvieron un crecimiento

radial menor. Lo antedicho queda en evidencia en la siguiente Figura 13.
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Evolucién del crecimiento de Trichoderma spp. por dia

10

Crecimiento de Trichoderma spp. (cm)
[s)]

1 2 3 4

Tiempo transcurrido (dias)

== Trichoderma spp. Trichoderma spp. + Cmm
Trichoderma spp. + Crucifera Trichoderma spp. + Cmm + Crucifera

Figura 13. Variacion del crecimiento de Trichoderma harzianum durante el periodo de transcurso del ensayo y su
variacion frente a los distintos tratamientos.

2. Evaluacion del efecto de la biofumigacion y de T. harzianum sobre la
infeccién de C. michiganensis subsp michiganensis en plantas de
tomate en condiciones de invernaculo.

a. Evaluacion de los parametros de rendimiento (nimero y peso de frutos por

planta)

Para determinar el rendimiento se efectud la suma total de los pesos de frutos por
planta de tomate de las tres evaluaciones. Con los datos obtenidos se realizé un
ANOVA (Tabla 5) resultando en que los tratamientos no muestran una diferencia
significativa entre si, siendo el p-valor de 0,0609 mayor al valor de referencia (p
<0,05).

Tabla 5. Analisis de la Varianza para el peso de los frutos por planta.

FV SC gl CM F p-valor
Modelo. 1511 7 2,16 3,2 0,0042
Bloque 7,72 2 3,86 5,73 0,0044
Tratamientos| 7,39 5 1,48 2,19 0,0609
Error 67,39 100 0,67
Total 82,50 107
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Aunque no existen diferencias estadisticas entre los tratamientos podemos observar
en la Figura 14 que algunos tratamientos presentaron mayores valores de peso de
frutos. El tratamiento que tuvo un mayor peso promedio de frutos fue el que se
encontraba la cepa Th 118 de T. harzianum junto al patégeno, con un valor de 2,19
g. Todos los tratamientos con las Cruciferas (Con Cmm o con cualquiera de las dos
cepas de Trichoderma) presentaron los menores pesos en los frutos junto con el
tratamiento con Cmm. Si bien, el tratamiento testigo con Cmm, arrojé un valor
promedio de 1,96 g de peso de frutos, mayor al que se encontraba la cepa T5cc de
T. harzianum junto con Cmm y las Cruciferas (1,60 g), este valor no super¢6 a las

plantas de tratamiento con la cepa Th 118.

Peso de frutos por planta

2,50
S B l
g 200 1
2 T T .
=
o 1,50 J_ 1 N L
=
2 1,00
5
& 0,50
2
[13]
. pgo0 — — — — — — —

TO T1 T2 T3 T4 5

Tratamientos

Figura 14. Peso promedio de frutos por planta de tomate y por tratamiento. Donde: TO: Testigo con Cmmy
Cruciferas; T1: Th5cc con Cmm y Cruciferas; T2: Th 118 con Cmm y Cruciferas; T3: Testigo con Cmm; T4:
Th5cc con Cmm; T5: Th 118 con Cmm.

En lo que respecta a la evaluacion de numero de frutos por planta de tomate,
también se analizaron los datos de las tres evaluaciones juntas, evidenciando en el
ANOVA que no existen diferencias significativas entre los tratamientos, siendo el

p-valor de 0,1014 (Tabla 6).
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Tabla 6. Andlisis de la Varianza para el numero de frutos por planta.

FV SC g CM F p-valor
Modelo. 231,,75 7 33,11 2,77 O0,0114
Bloque 118,22 2 59,11 4,94 0,009

Tratamientos| 113,53 5 22,71 1,9 0,1014

Error 1195,5 100 11,97

Total 1428,25 107

Si bien no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, segun el ANOVA, se
puede observar (Figura 15), que el tratamiento que presenté mayor numero de
frutos por planta (11,59) fue el que se encontraba la cepa Th 118 de Trichoderma
spp. junto al patégeno. El resto de los tratamientos no presentaron grandes

variaciones entre ellos.

Nimero de frutos por planta

14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

Numero promedio de frutos

0,00

TO T1 T2 LE T4 5

Tratamientos

Figura 15. Numero promedio de frutos por planta de tomate y por tratamiento. Donde: TO: Testigo con Cmm y
Cruciferas; T1: Th6cc con Cmm y Cruciferas; T2: Th 118 con Cmm y Crucifera; T3: Testigo con Cmm; T4: Th5cc
con Cmm:; Th5cc: Th 118 con Cmm.

b. Evaluacion de enfermedad en plantas de tomate.

Se evalud el avance de la enfermedad producido por Cmm cada 7 dias durante 3
semanas consecutivas. Los resultados del ANOVA de la evaluacion (Tabla 7)
demuestran que existen diferencias significativas entre los tratamientos, dado que el
p -valor fue de 0,0027.
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Tabla 7. Analisis de la Varianza para el ensayo de severidad.

FV SC g CM F p-valor
Modelo. 552 7 0,79 2,92 0,008
Bloque 0,21 2 0,11 0,4 0,6737
Tratamientos 5,31 5 1L,06 3,93 0,0027
Error 27,02 100 0,27
Total 32,54 107

El tratamiento que mostré una mayor severidad de la enfermedad fue el testigo con
Cmm solo y sin biofumigacién. Los tratamientos donde se encontraban las cepas
Th5cc y Th 118 con Cmm sin biofumigacién y el tratamiento con la cepa Th 118 con
biofumigacion no presentaron diferencias significativas entre si, sin embargo,
presentaron un menor numero de hojas enfermas que el testigo sin la incorporacion
de Cruciferas. Por otra parte, aunque estadisticamente el tratamiento que presenta
al patégeno con las Cruciferas y el tratamiento con la cepa Thb5cc en presencia de la
Crucifera y Cmm, no presentan diferencias significativas entre si, se puede observar
que este ultimo tratamiento mostré la mayor reduccion en la cantidad de la

enfermedad. Lo anterior se muestra en la siguiente Figura 16:

Evaluacion de enfermedad en plantines de tomate
6 B
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m
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(=]
—
—

TO T1 T2 T3 T4 T5

Tratamientos

Figura 16. Resultados de la evaluacion de severidad de plantas de tomate. Donde: TO: Testigo con Cmm y
Cruciferas; T1: Th5cc con Cmm y Cruciferas; T2: Th 118 con Cmm y Cruciferas; T3: Testigo con Cmm; T4:
Th5cc con Cmm; T5: Th 118 con Cmm.

DISCUSION

La forma actual de produccion, basada en el uso desmesurado de productos

quimicos, sobre todo en el control de enfermedades, plagas y malezas, y la intensa
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labor de la tierra, sin considerar los factores intervinientes en el sistema
agropecuario, ha traido aparejado problemas ambientales, sociales y econdmicos.
Esto ha generado una alerta por parte de la sociedad que demanda cambios de
paradigma en la forma de produccion ya que afecta negativamente en la calidad de
vida de la poblacion (Sarandon & Flores, 2014). Por lo anterior han tomado
relevancia las practicas como el control biolégico utilizando antagonistas de
patdégenos de especies de importancia comercial, como es Trichoderma spp. o la
utilizacién de especies Cruciferas para la practica de biofumigacién, pudiendo
realizarse sola o combinada con microorganismos biocontroladores como
mecanismos de control de enfermedades de cultivos.

Una de las enfermedades mas importantes en el cultivo de tomate bajo invernadero
que se presenta en el Cinturén Horticola Platense y de distribucién mundial es el
marchitamiento y cancro bacteriano del tomate producido por la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (de Ledn et al. 2011; CABI 2021). Es una
enfermedad de muy dificil control que ocasiona grandes pérdidas de rendimiento,
donde los tratamientos quimicos, como por ejemplo el uso de productos combinados
(oxicloruro de cobre + mancozeb) que pueden usarse como metodo preventivo o
curativo (Flores et al., 2012), son cuestionados (Hausbeck et al., 2000) debido a los
problemas de salud que pueden ocasionar en el hombre por su toxicidad y en el
ambiente. Es por esto, que es fundamental estudiar el efecto de alternativas de
manejo de fitopatdgenos que puedan formar parte de las estrategias del manejo
integrado de enfermedades y que, ademas, satisfagan las demandas de la
poblacién. Debido a esto, en el presente trabajo se estudio el efecto Trichoderma
harzianum solo y en combinacion con la practica de biofumigacion para el control de
la mencionada enfermedad.

En este estudio se pudo observar que, al igual de lo evaluado por Durman et. al.
(2003) en el efecto de biocontrol de Trichoderma spp. como antagonista de
Rhizoctonia solani in vitro, las colonias del T. harzianum inhibieron el crecimiento de
Cmm, impidiendo su crecimiento con respecto al tratamiento testigo durante toda la
evaluacion. Es importante resaltar que el crecimiento de la cepa de Trichoderma no
fue afectada por los compuestos volatiles liberados por las cruciferas, resultados

similares fueron reportados por Galletti et al (2008). Ademas, la combinacién in vitro
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del antagonista Trichoderma spp. y la biofumigacion tuvo un efecto sinérgico,
reduciendo significativamente el crecimiento de Cmm, produciéndose la mayor
inhibicion durante el tercer dia de ensayo, resultados similares obtuvieron Perniola
et al. (2014). Sin embargo, el crecimiento de Cmm, en ensayos en laboratorio, se
incrementd en presencia de las cruciferas. Este aumento en el crecimiento de Cmm
podria deberse a errores en la cuantificacion del crecimiento de las colonias o las
contaminaciones generadas por otras bacterias, por lo tanto, seria un buen punto de
partida para futuras investigaciones. Por otro lado, Mitidieri (2005) destaca el efecto
de la crucifera en ensayo in vitro en la reduccion del patégeno Phytophthora spp.

que afecta al cultivo de papa.

Los mecanismos de accion utilizados por los antagonistas para efectuar el control
biolégico de las enfermedades de las plantas son complejos y variados. Estos
mecanismos también estan influenciados por el tipo de suelo, la temperatura, el pH
y la humedad de la planta y el medio ambiente del suelo, y por otros miembros de la
microflora (Howell, 2003). Debido a esto, diversos autores destacan la importancia
de la seleccién previa de las cepas de Trichoderma spp. in vitro, para corroborar su
capacidad biofungicida en posteriores experimentos a campo o invernaculo
(Guerrero et al 2017, Stocco et al. 2016). Debido a lo anterior se destaca en este
estudio la importancia de validar en ensayos bajo condiciones reales de cultivo,
(invernaculo) los resultados obtenidos in vitro. Es importante resaltar que en el
presente estudio se vio una disminucién en el numero de hojas de tomate afectadas
por Cmm cuando se utilizaba la practica de biofumigacién en condicion de
invernaculo. Por el contrario, Alonso (2009) determind que la incidencia de la
enfermedad causadas por Cmm y Ralstonia solanacearum (Marchitamiento
bacteriano del tomate) en plantas de tomate no disminuyé con la biofumigacion,
pero si cuando se realizé biosolarizacién. En relacién con el efecto de Trichoderma
spp. sobre la severidad de la enfermedad, aquellas plantas que fueron tratadas con
el hongo antagonista Th5cc en presencia de Cruciferas, mostraron menor numero
de hojas afectadas por Cmm, tal como observaron en los estudios realizados en
plantas de tomate en cultivos de invernadero (Guerrero et al., 2017; Nifio Silva &

Guerrero, 2019; Rolleri et al. 2021). Sin embargo, el tratamiento que mayor efecto

31



tuvo sobre la enfermedad producida por Cmm, fue el que se encontraba el
antagonista (cepa Th 118) cuando no se realizé biofumigacion. Sin embargo,
Mitidieri et al. (2011) mencionan que algunos hongos como Trichoderma resultan
muy tolerantes a los isotiocianatos. Los autores sugieren que la biofumigacion
puede provocar un cambio en la composicidén de la microflora del suelo y aumentar

la proporcion de antagonistas.

Respecto a los parametros del rendimiento estudiados, los tratamientos que
presentaban la cepa de T. harzianum Th 118 en ausencia de las Cruciferas y junto a
Cmm mostraron un aumento en el peso y numero de frutos por planta, al igual que
lo estudiado por Rolleri, et. al. (2021) sobre el uso de Trichoderma harzianum en el
biocontrol del Cmm, evidencidndose un posible efecto en el aumento del
rendimiento cuando se incorpora este componente al sistema productivo. Esto
puede deberse a que Trichoderma coloniza las raices mejorando el crecimiento y
desarrollo de las raices, la productividad de los cultivos, la resistencia al estrés
abidtico y la absorcién y uso de nutrientes (Benitez et al., 2004). Resultados
similares fueron reportados por Pastor et. al. (2015) donde T. harzianum presento un
aumento en los parametros de rendimiento del cultivo en presencia del patéogeno
Thecaphora frezii (carbon del mani) en cultivos de mani a campo. En relacién con
los tratamientos con cruciferas no se observé un aumento en los parametros de
rendimiento. Sin embargo, Alonso (2009) proponen que la incorporacién de restos
de plantas en el suelo, supondran un aporte extra de material organico, lo que
permitira una disminucion en la adicién de estiércoles, aporte que favorece el nivel
de nutrientes en el suelo, asi como las caracteristicas del suelo, principalmente, de

su estructura aumentando los rendimientos.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio se puede
afirmar que es posible la combinaciéon de Trichoderma harzianum con la practica de
biofumigacion con cruciferas para ser incorporada como alternativa promisoria
dentro de un plan de manejo integrado de enfermedades en el cultivo de tomate
bajo cubierta, siempre que se analice in vitro e in vivo cada una de las cepas del

antagonista.
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CONCLUSIONES Y/O CONSIDERACIONES

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos realizados, la hipotesis
planteada en este trabajo:

“Existe efecto sinérgico entre Trichoderma harzianum y los compuestos
volatiles liberados de la descomposicion de las Cruciferas para reducir el
crecimiento de Cmm aumentando los rendimientos de las plantas de tomate”
Se acepta parcialmente debido a que, si bien en los resultados in vitro la
combinacion del antagonista Trichoderma spp. y la biofumigacion tuvo un efecto
sinérgico, reduciendo significativamente el crecimiento de Cmm, al igual que la
reduccion de la enfermedad evaluada a campo. Sin embargo, no hubo un aumento
significativo del rendimiento cuando se combinaron el antagonista con la practica de

biofumigacion.
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