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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluaron aislamientos de 7richoderma spp., obtenidos
de plantaciones de tomate del Cinturon Horticola Platense, para controlar el desarrollo
in vitro de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, al igual que su efecto para
prevenir el Cancro Bacteriano en plantas de tomate en condiciones de invernaculo. Se
obtuvieron nueve aislamientos de Trichoderma spp. a partir de muestras de suelo
usando la técnica de dilucion seriada. A través de una prueba in vitro se evalud su
capacidad para suprimir e inhibir el crecimiento del patdégeno, encontrandose que todos
ellos suprimian el crecimiento de la bacteria en medio de cultivo entre 14 y 16%,
aunque solo uno de ellos (aislamiento A4) inhibi6é aproximadamente en un 15,76% el
desarrollo de la bacteria. En condiciones de invernaculo, se evaluo el efecto de cinco
aislamientos de Trichoderma spp. aplicados en plantulas de tomate susceptibles al
patogeno de quince dias de edad mediante dos métodos de aplicacion: (1) al suelo
durante el trasplante y (2) foliar tres dias antes de la inoculacion del patdégeno. A los
diez dias después del trasplante, se realizd la inoculacion del patégeno atomizando una
suspension bacteriana con una concentracion aproximada de 1 x 10’ UFC/ml. Cinco
semanas después del trasplante se evalu6: altura de plantas, nimero de flores y frutos,
encontrandose diferencias estadisticas entre las plantas tratadas con los biocontroladores
y los testigos. Las plantas con aplicacion foliar presentaron promedios mayores a las
con aplicacion al suelo. Ocho semanas después del trasplante se evaluo la presencia de
la enfermedad en funcion de la sintomatologia. Aproximadamente la mitad de las
plantas del testigo del patdgeno presentaron sintomas asociados a la enfermedad: bordes
de foliolos secos, retraso en el crecimiento y marchitamiento leve generalizado. Los
biocontroladores tuvieron un efecto positivo sobre las plantas tratadas que presentaron
mejores condiciones sanitarias que los testigos, al igual que mayor desarrollo vegetativo

y acumulacion de materia seca.



ABSTRACT

In this research, Trichoderma spp. isolates collected from tomato fields in the “Cinturén
Horticola Platense” were evaluated in vitro against of Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, as well as its effect to prevent the bacterial canker in glasshouse
conditions. Nine strains of 7richoderma spp. were obtained from soil samples using the
serial dilution method. Its ability to suppress and inhibit pathogen growth was evaluated
in an in vitro assay. All Trichoderma isolates showed ability to suppress the bacterial
growth between 14 and 16%, just isolate A4 was capable to inhibit the pathogen
development in 15.76%, approximately. Under glasshouse conditions, five Trichoderma
spp. isolates were inoculated in 15 days seedlings using two methods: (1) soil
inoculation during the transplant and (2) leaf inoculations three days before pathogen
inoculation. Ten days after the transplant, the pathogen was inoculated by spraying a
bacterial suspension with 1 x 10’ CFU/ml, approximately. Five weeks after the
transplant plant height, number of flowers and fruits were evaluated; results showed
there were statistical differences between biocontrol treatments and the control. Tomato
seedlings with leaves treated had bigger averages than those with soil inoculation. After
eight weeks from transplant, disease symptomatology was evaluated. Approximately,
50% of pathogen control plants showed symptoms associated with the pathogen under
glasshouse conditions, such us: marginal necrosis of leaflets and generalized slight
wilting; the biocontrol strains had a positive effect over treated seedlings which were
healthier than control ones, as well as they had better vegetative development and dry

mass accumulation.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) es la segunda hortaliza de mayor
importancia a nivel mundial después de la papa (Viteri et al. 2013). Lozano (2012)
sostiene que la produccion de hortalizas en la Republica Argentina tiene como uno de
sus principales protagonistas el cultivo de tomate especialmente bajo el sistema de
cultivos protegidos. Segun Argerich et al. (2011) la produccion estimada hortalizas es
de 10.500.000 toneladas, de cuales el 65% corresponde a nueve especies, entre ellas, el
tomate. Se estima que 17.800 hectareas de cultivo se producen en todo el territorio
nacional tanto para consumo fresco como para la industria, para el mercado interno e

internacional (Asociacion Tomate 2000 2014).

El aporte del Cinturon Horticola del Gran Buenos Aires es de suma importancia
debido a que su produccion tiene como principal destino los doce millones de habitantes
del area metropolitana de Buenos Aires, la poblacion de provincia de Buenos Aires y
otros mercados nacionales distantes. 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 ef al. 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).

Flores (2012), senala que la enfermedad conocida como Cancro Bacteriano es la
enfermedad de origen bacteriano de mayor importancia economica en el pais tanto por
las pérdidas de plantas, frutos de menor tamafio o en menor cantidad como también por
la falta de un control efectivo (Colombo 2002, Borboa et al. 2009). Argerich et al.
(2011) indican que es la enfermedad vascular méas importante en el cultivo de tomate de
invernadero, confirmando el estatus que mantiene a nivel mundial como uno de los
mayores problemas sanitarios del cultivo de tomate (Agrawal et al. 2012, Gartemann et

al. 2003, Sandoval 2004).

El Cancro Bacteriano es una enfermedad causada por Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Davis et al. 1984, Smith 1910) que se caracteriza por ser

1
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devastadora (OEPP/EPPO 2013). Puede causar pérdidas de entre 50 a 100% de la
produccion segin EFSA (2014), el patogeno tiene la capacidad de sobrevivir en los
restos de cosechas y estructuras de los invernaderos en cultivos protegidos y de
diseminarse facilmente cuando tiene condiciones favorables que propician el desarrollo

de las infecciones lo que hace mas complejo su manejo (Flores 2012).

Las alternativas disponibles para reducir la presencia de la enfermedad se enfocan
principalmente en la prevencion y exclusion, el uso de cultivares resistentes no esta
disponible al momento dado que todos los materiales de tomate al presente son
susceptibles a la enfermedad (Colombo 2002, De Ledn ef al. 2011, Gartemann et al.
2003, Sandoval 2004, Xu et al. 2010).

A nivel mundial no existen alternativas quimicas eficientes para el control de las
enfermedades bacterianas en tomate (Balestra et al 2009). El uso de compuestos
cupricos y antibidticos han mostrado efecto sobre el patdgeno (Milijacevic ef al. 2009,
Sandoval 2004); sin embargo, han sido cuestionados por los efectos toxicos y su
potencial acumulacién en los suelos y organismos vivos. Adicionalmente, dia a dia
existe mayor presion social para la busqueda de alternativas de control mas amigables
con el medio ambiente y que no tengan efectos negativos sobre la salud humana
(Borboa et al. 2010, Butt et al. 2001, Flores 2004, Pouvova et al. 2008, Zanén 2009),
sin que haya actualmente una herramienta que permita reducir la incidencia de la
enfermedad a niveles considerables. Por dichas razones algunos investigadores se
atreven a decir que esta enfermedad es una de las mas dificiles de controlar en el cultivo

de tomate (Burokiene 20006).

Los aislamientos del género Trichoderma spp. estan siendo usados para el control
biologico de enfermedades en los principales cultivos de importancia econdmica a nivel
mundial (Chaverri et al. 2011, De Souza et al. 2008, Elad et al. 1981, Samuels 2006).
Varias especies han sido exitosamente usadas tanto para aplicaciones en invernaculo
como en plantaciones en campo (Hjeljord & Tronsmo 1998). Siendo un habitante
comun del suelo este hongo ha demostrado poseer una alta capacidad para reducir las
infecciones causadas por un amplio rango de patdogenos asociados a problemas

vasculares (Harman et al. 2004, Hjeljord & Tronsmo 1998). Adicionalmente, dada su
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versatilidad al momento de actuar frente a los patogenos, Trichoderma spp. ofrece un
mayor rango de accién que no ha sido superado facilmente por otros agentes de control
bioldgico (Harman et al. 2004, Samuels 2006). Por estas razones, siendo un habitante
natural del fitoplano del cultivo de tomate en el cinturén horticola Platense (Alippi &
Monaco 1990, Moénaco 1990), se propuso en la presente investigacion aislar cepas de
este organismo y evaluarlas a nivel in vitro y de invernaculo con la finalidad de que a
futuro pueda desarrollarse una alternativa no sélo mas efectiva para el control del

Cancro Bacteriano sino también acorde a las exigencias ambientales de nuestra época.

1.2. Cancro Bacteriano del tomate

El cancro bacteriano del tomate fue inicialmente reportada en Estados Unidos por
Erwin F. Smith en invernaderos de tomate en Michigan (Agrawal ef al. 2012, CABI &
EPPO 1999). Originalmente descrita bajo el nombre de Bacterium, luego de varias
modificaciones en su nomenclatura emprendidas por Davis et al. (1984) fue definido
como Clavibacter (EFSA 2014). Basados en caracteristicas fenotipicas y bioquimicas,
marcadores moleculares y huéspedes especificos, Clavibacter michiganensis ha sido
subdividida en seis subespecies. Todas aquellas que son patogénicas para tomate son
agrupadas en subespecie michiganensis y a través de estudios se ha determinado que las
cepas que atacan al pimiento son diferentes de las cepas patogénicas para el tomate

(EFSA 2014).

1.2.1. Hospedantes y dispersion de la enfermedad

El patégeno es un bacilo aerobio Gram positivo que no produce endosporas
(EFSA 2014), habitante del suelo y permanece en las cubiertas de las semillas

(Agrawal et al. 2012).

El tomate es el principal hospedante natural de C. m. michiganensis (Eichenlaub
& Burger 2006), al igual que el pimiento y algunas malezas solanaceas en las que ha
sido encontrado esporadicamente (EFSA 2014). En inoculaciones artificiales ha sido
patogénico para trigo, frejol, maiz, avena, melon, sandia entre otros (CABI & EPPO

1999).



La importancia relativa de cada fuente de inoculo depende mayormente de las
condiciones ambientales y del sistema de cultivo. Las semillas son el mayor medio
de dispersion a larga distancia, pudiendo sobrevivir afios a bajas concentraciones y
provocar la transmision a plantulas; adicionalmente, puede sobrevivir en rastrojos de
cultivo en el suelo (Agrawal et al. 2012, Chang et al. 1991, EFSA 2014). El
patogeno es altamente resistente a la desecacion comparado con otras bacterias

patogenas (EFSA 2014).

La dispersion de la enfermedad en el campo o bajo invernaculo es favorecida por
el agua (lluvia o riego) y précticas culturales que como la poda y el desbrote
contribuyen a su répida dispersion pudiendo llegar a niveles epidémicos (Agrawal et

al. 2012, CABI & EPPO 1999, Chang ef al. 1991, EFSA 2014).

1.2.2. Mecanismos y proceso de infeccion

La bacteria tiene la capacidad de ingresar por varias vias, de ellas las heridas
(naturales o provocadas) y los hidatodos son las principales entradas (Eichenlaub &
Burger 2006, Sharabani et al. 2013, Tancos et al. 2013). La infeccion de las semillas
ocurre a través de una ruta vascular pero también después de la penetracion de las

paredes del ovario o partes de las flores (EFSA 2014).

La enfermedad estd influenciada por el suelo y condiciones ambientales. En
estudios realizados por Chang ef al. (1991), la temperatura 6ptima del suelo y del
aire para el desarrollo de la enfermedad fue superior a 28°C. En el mismo estudio el
periodo de incubacion y la severidad del cancer estuvieron influenciados por la
temperatura, edad de la planta, concentracion del indculo y el cultivar. Por su parte,
Eichenlaub & Burger (2006) sostienen que la temperatura optima seria entre 25 y
28°C y agregan que el tiempo de generacion es bastante alto, con una temperatura

maxima de 35°C.

El periodo entre la infeccion y la expresion de los sintomas es variable, en un
rango de 7 a 84 dias y esta determinado por la temperatura, edad de la planta,
caracteristicas del suelo y el estado nutritivo de la planta, junto con la densidad de la

poblacion bacteriana la cual necesita exceder 10’ UFC/g de peso fresco antes que los
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sintomas sean expresados (EFSA 2014), generalmente existe un largo periodo de

latencia antes de que los sintomas aparezcan (CABI & EPPO 1999).

Las plantas jovenes son mas susceptibles y cuando estan infectadas son a menudo
asintomaticas (EFSA 2014); sin embargo, bajo condiciones naturales las plantas de

tomate son susceptibles durante toda su vida (CABI & EPPO 1999).

1.2.3. Deteccion de la enfermedad

La deteccion de la enfermedad en semillas y en plantulas proveen una alternativa
para excluir la enfermedad y su dispersion a través del material de propagacion
(EFSA 2014). Se han desarrollado un amplio rango de métodos de deteccion de la
enfermedad en muestras con y sin sintomas sin importar el tipo de muestras (hojas,
tallo, semilla). Los extractos de semillas son evaluados directamente (por métodos
inmunolodgicos), por siembra en medios semi-selectivos o por extraccion de ADN

(CABI & EPPO 1999, EFSA 2014).

1.2.4. Sintomas

Algunos sintomas pueden ser confundidos con los causados por Ralstonia
solanacearum, Fusarium spp. o Verticillium spp. (EFSA 2014). Los sintomas en las
plantas hospederas van a depender si la infeccion es sistémica o superficial (Lelis
2013) y varian ademas de acuerdo al lugar de produccion (invernaculo o campo),
edad de la planta al momento de la infeccidon, practicas culturales, cultivar, etc.

(OEPP/EPPO 2013).

De manera general, los principales sintomas son marchitamiento unilateral de las
hojas que luego se extiende a todas las hojas y estrias necroticas que pueden aparecer
desde la parte inferior del peciolo hasta el punto que se une con el tallo. Bajo ciertas
condiciones la bacteria se localiza en los vasos xilematicos donde puede causar
cavidades que contienen depositos granulares viscosos y masas de bacterias (CABI
& EPPO 1999). En los tallos y peciolos pueden aparecer bandas color café que
podrian llegar a dividirse para exponer las cavidades amarillentas a pardas rojizas,

dando el sintoma de cancer (Agrawal ef al. 2012, CABI & EPPO 1999, EFSA 2014).
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Adicionalmente, es caracteristico que los bordes de foliolos inferiores aparezcan
secos y curvados hacia abajo (Borboa et al. 2009, Gartemann et al. 2003, Utkhede &
Koch 2004). Con condiciones favorables provoca la muerte de la planta
(OEPP/EPPO 2013), bajo condiciones menos favorables se pueden presentar retrasos

en el marchitamiento (EFSA 2014).

Cuando se trata de infecciones sistémicas infecta los tejidos vasculares de las
plantas y los abandona s6lo en estados avanzados para entrar en los tejidos
circundantes en donde después degrada paredes celulares creado maceraciones de los
tejidos (Eichenlaub & Burger 2006). Los frutos se caen al desarrollarse o0 maduran de
manera desigual, este sintoma se encuentra menos frecuentemente en invernaculo
que en cultivos a campo (EFSA 2014, OEPP/EPPO 2013). Los sintomas tipicos de
“0jo de pajaro” en los frutos son infrecuentes en cultivos de invernaculo, estas
manchas tienen un centro café oscuro, elevado y rodeado de un halo blanco distintivo

(CABI & EPPO 1999, EFSA 2014).

Si la infeccidon ocurre en estadios tardios del desarrollo de la planta, comunmente
se desarrollan en las hojas manchas café oscura rodeadas de una area amarilla-
naranja, usualmente ubicadas al final de la hoja (OEPP/EPPO 2013), la planta puede
sobrevivir y generar frutos (Gartemann et al. 2003). El patogeno puede producir
manchas en hojas, peciolos y frutos como resultado de infecciones locales (EFSA

2014).

1.2.5. Manejo de la enfermedad

El control de C. m. michiganensis depende de la precision y de su deteccion en
estadios tempranos de la infeccion (Burokiené 2006). Las estrategias de control
deben enfocarse primariamente en invernaculo a fin de prevenir infecciones severas

y pérdidas en campo (Milijasevic ef al. 2009).

El uso de semilla sana es el primero y mas importante método de control (Xu
2010, CABI & EPPO 1999). Los tratamientos de semillas (quimicos y fisicos)
reducen las poblaciones de la bacteria aunque las infecciones internas no puedan ser

eliminadas (Agrawal et al. 2012, EFSA 2014).



Una vez que la enfermedad aparece en el cultivo, estrictas medidas de higiene
tales como la erradicacion de plantas y el aislamiento de hileras infectadas
acompafiadas de desinfeccion de estructuras y equipo pueden minimizar las pérdidas

de produccion (CABI & EPPO 1999).

No existe un producto quimico que controle eficientemente la enfermedad, una
vez que se instald en el cultivo (Kronka 2004). La baja eficiencia de los antibioticos
y de los fungicidas cupricos, han provocado el surgimiento de poblaciones resistentes

(Milijasevic et al. 2009, Kronka 2004).

En la basqueda de soluciones, la combinacion de estrategias de manejo integrado
ha mostrado ser mas eficiente que el uso de una sola estrategia de control (Tlatilpa
2010). En este contexto se han evaluado extractos y aceites esenciales de plantas
medicinales y aromaticas, encontrandose algunas de ellas con potencial efecto
antibiodtico contra la enfermedad en condiciones laboratorio e invernaculo (Balestra

et al. 2009, Borboa et al. 2009, Pouvova et al. 2008, Talibi et al. 2011).

Bacillus subtilis ha sido evaluado en un estudio realizado por Tlatilpa (2010). En
dicho estudio, el biocontrolador actu6 a través de la induccién de resistencia que
junto con una buena nutricion redujeron la enfermedad. Por otra parte, Flores (2004)
también resalto el control de la enfermedad por cepas de Bacillus spp., al igual que
Utkhede & Koch (2004) quienes demostraron que productos de B. subtilis tuvieron
potencial para el control de la enfermedad en invernaculo. A pesar de estos reportes
favorables para el biocontrolador, en estudios in vitro aislamientos de Bacillus spp.

y Pseudomonas spp. no ejercieron control sobre la bacteria (Slusarski 2009).

Utkhede & Koch (2004) evaluaron el efecto de aplicaciones de un producto
comercial formulado a base de Trichoderma spp. aplicado a las hojas y demostraron

que el mismo fue efectivo en el control de la enfermedad.

En la actualidad, no existen cultivares con niveles de tolerancia aceptables o
resistencia a la enfermedad (EFSA 2014). Aparentemente, los materiales comerciales
actualmente disponibles en el mercado no fueron desarrollados buscando resistencia
a la enfermedad a diferencia de otras enfermedades, tales como, la fusariosis,
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damping-off, etc. (Kronka 2004). El uso de inductores de resistencia como el
Acibenzolar-S-Metil (ASM) ha mostrado ejercer una reduccion significativa de la
severidad del cancro bacteriano usado solo o combinado con otros productos
fitosanitarios (Kronka 2004). La biofumigacion también ha sido evaluada para
controlar la bacteria (Zanon 2009); sin embargo, la incidencia de la enfermedad no
disminuy6 con la biofumigacion y el tratamiento con biosolarizacion controlo

efectivamente el patogeno.

1.3. Trichoderma spp. y el control bioldgico de enfermedades

Trichoderma spp. es un género que ha sido investigado y evaluado como agente de
control bioldgico durante afios, algunas de sus especies han sido ampliamente
estudiadas y sus efectos positivos en plantas aplicadas han colaborado para que se
amplie su comercializacidon a nivel mundial. Este agente biocontrolador es generalmente
considerado de vida libre en el suelo pero hay evidencia que sugiere que puede ser
simbionte oportunista y avirulento, asi como parasito de otros hongos (Harman et al.
2004). Ha sido aislado de muchos suelos alrededor del mundo, por lo que algunas de sus
especies pueden ser consideradas cosmopolitas, como 7. harzianum, o limitadas a una

region geografica como 7. viride (Liu et al. 2008, Samuels 2006).

Eilenberg et al. (2001) definen el biocontrol o control biolégico como “el uso de
organismos para suprimir la densidad de poblacion o el impacto de una plaga especifica,

haciéndolo menos abundante o reduciendo su dano™.

Hjeljord & Tronsmo (1998) sostienen que los organismos de control bioldgico y en
especial Trichoderma spp. pueden reaccionar a cambios en su hdbitat de maneras
inalcanzables por los fungicidas quimicos, tanto por su capacidad para competir
ecologicamente como por atacar patdgenos que ya estan establecidos o aquellos que
llegaran después. Aclaran también que las medidas de control bioldgico no poseen la
capacidad de erradicar al patégeno o su dafio y si bien la reduccion del nivel de
severidad de la enfermedad es la medida mas obvia de efectividad de un tratamiento,

reducir niveles de enfermedad en futuros cultivos es también un indicativo de control.



Cada vez con mayor frecuencia los aislamientos de Trichoderma spp. son evaluados
cuidadosamente en el laboratorio, para luego ser llevados a estudios a campo, en donde
muchas veces muestran un comportamiento variable (Gonzélez et al. 2005, Hjeljord &

Tronsmo 1998, Liu ef al. 2008, Papavizas 1981).

Algunos factores ambientales tienen una influencia sobre la eficacia de biocontrol de
Trichoderma spp., tales como, la temperatura, la humedad y el pH, la disponibilidad de
nutrientes, la presencia de pesticidas, iones metalicos y bacterias antagonistas en el
suelo. La temperatura junto con la humedad influyen sobre la germinacion de las
esporas y el desarrollo del tubo germinativo, asi como en su distribucion y actividad,
por lo que podrian llegar a considerarse en determinadas situaciones como un factor
limitante (Kredics et al. 2003). En aplicaciones de invernaculo realizadas por Elad et al.
(1993) se demostré que la humedad relativa puede afectar la eficacia del biocontrol en
mayor medida que la temperatura. Una alternativa para aquellos periodos en los que
tanto la temperatura como la humedad sean un factor limitante para el uso de
Trichoderma spp., el uso de agroquimicos podria ser una medida para mantener la

eficacia del control de la enfermedad (Hjeljord & Tronsmo 1998).

Otro factor que puede influir sobre la eficacia del biocontrolador, es la disponibilidad
de nutrientes, la cual puede ser compensada con una formulacion que asegure que las
esporas accedan a los nutrientes una vez que germinen (Hjeljord & Trosmo 1998); sin
embargo, esto debe ser cuidadosamente evaluado con anticipacion para evitar proveer

de nutrientes a microorganismos indeseados (Harman ef al. 2004).

Por otro lado, Butt ef al. (2001) sefialan que la inhibicion de un patogeno in vitro en
un medio altamente nutritivo no tiene correlacion con la eficacia del biocontrol en el
campo, tal como sucedié en estudio realizado por Jash y Pan (2007), en donde
aislamientos de 7. viride mostraron un alto antagonismo in vitro aunque no todos fueron
altamente competitivos en la rizosfera. Pero esto no siempre es el caso, existen reportes
de experimentos con cepas nativas de Trichoderma spp. demostrando una correlacion
positiva entre los resultados observados en los ensayos in vitro y los bioensayos en

campo (Mpika et al. 2009).



1.3.1. Mecanismos de accion

El género Trichoderma se caracteriza por ejercer su accion biocontroladora por
varios mecanismos de accion, un mecanismo en si constituye tan solo una parte de un
complejo sistema aun cuando parezca que cada uno tenga un papel prominente por
separado (Hjeljord & Tronsmo 1998, Howell 2006). El desarrollo de una estrategia
de control biologico exitosa requiere del conocimiento de los mecanismos de los
biocontroladores ya que los agentes mas exitosos son aquellos que hacen un uso
balanceado y eficiente de sus mecanismos en un amplio rango de condiciones
ambientales (Harman ef al. 2004, Howell 1998). Los principales mecanismos de

accion descritos en la actualidad son:

1.3.1.1. Antibiosis

La antibiosis ocurre cuando hay produccion de metabolitos tdxicos o
antibidticos de un organismo en accion directa sobre otro. A pesar de que el
micoparasitismo es generalmente el mecanismo que atrae la mayor atencion de los
investigadores, cada vez son mas frecuentes los reportes de investigaciones que
revelan la producciéon de metabolitos con una fuerte actividad antifingica y/o

antibacteriana (Howell 1998, Howell 2006).

Las cepas de Trichoderma spp. tienen la capacidad de producir una amplia
variedad de metabolitos secundarios volatiles y no volatiles con una fuerte
actividad inhibitoria del crecimiento de muchos patégenos de plantas (Hjeljord &
Tronsmo 1998). Algunas cepas producen mas de 100 diferentes metabolitos que
son conocidos por sus actividades antibidticas (Harman et al. 2004). Vey et al.
(2001) sostienen que es imposible nombrar a todos los metabolitos producidos por
Trichoderma spp.; sin embargo, Howell (1998) destaca como principales grupos:
alquil pirones (responsables del olor a coco caracteristico de algunas especies
identificado como 6-pentyl-pirone), isonitrinilos (de los que se destaca el isonitrin
A con alta efectividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas),
peptabolitos (péptidos antibidticos que inhiben el crecimiento de un gran niimero

de hongos y bacterias Gram-positivas), sesquiterpenos (de los cuales el acido
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heptelidico ha mostrado tener actividad antibidtica contra bacterias anaerobias) y

esteroides.

Estudios in vitro demuestran que extractos de 7. harzianum presentan una
actividad anticrobiana tanto contra hongos como bacterias (Leelavathi et al.

2014).

1.3.1.2. Micoparasitismo

El micoparasitismo es el ataque directo de un hongo a otro (Chet et al. 1998),

es uno de los mecanismos mas ampliamente estudiados y reportados.

Harman et al. (2004) sintetizaron el proceso de micoparasitismo en los
siguientes pasos: a) Trichoderma spp. detecta otros hongos y crece hacia ellos, la
teledeteccion es parcial debido a la expresion secuencial de las enzimas de
degradacion de la pared celular, b) la difusion de estas enzimas cataliza la
liberacion de oligdbmeros de la pared celular hacia el hongo objetivo, y esto induce
la expresion de endoquitinasas fungitoxicas, las cuales difunden e inician el
ataque antes de que el contacto se realice, c¢) adhesion y enrollamiento de las hifas
de Trichoderma al hospedante y d) la combinacion de estas actividades de estos
compuestos resultan en el parasitismo del objetivo y la disolucion de las paredes

celulares secrecion de enzimas liticas.

Howell ef al. (1998) indican que este mecanismo juega un importante rol en el
control bioldgico pero que es dificil de evaluar en condiciones de campo dada su
complejidad. Agrega que algunos de los pasos del mismo son altamente

delimitados a algunas especies.

1.3.1.3. Competencia

La competencia por nutrientes ocurre cuando dos o mas microorganismos
demandan del mismo recurso que esta inmediatamente disponible (Hjeljord &

Tronsmo 1998) y que puede llevar al control del patégeno.

Algunas especies han sido evaluadas por su efectividad al momento de

competir en suelo y en el ambiente de la rizosfera, reportandose en algunos casos
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la competencia por nutrientes como el mecanismo de antagonismo mas efectivo
(Howell 2006). Sivan & Chet (1989) reportaron la reduccion en la germinacion de

Fusarium oxysporum en suelo debido a la competencia ejercida por 7. harzianum.

1.3.1.4. Induccion de resistencia

La primera demostracion consistente de resistencia inducida por Trichoderma
spp. fue en 1997 por Bigirimana y colaboradores, quienes mostraron que el suelo
tratado con 7. harzianum provocd que las plantas de frijol sean resistentes a
enfermedades causadas por patdégenos como Botrytis cinerea y Colletotrichum
lindemuthianum, incluso cuando el biocontrolador estuvo Uinicamente en suelo y

no en el follaje (Harman et al. 2004).

Trichoderma spp. tiene la capacidad de inducir resistencia sistémica y
localizada a un rango de enfermedades causadas por virus, bacterias u hongos en
una gran variedad de plantas. Sin embargo, aun faltan detalles para entender como
funciona (Harman 2006, Nawrocka & Malolepsza 2013). Los aislamientos de
Trichoderma spp. pueden inducir diferentes tipos de sefiales que dan como
resultado la activacion de genes y la producciéon de enzimas que estdn
involucradas en la supresion de patdégenos y el incremento de barreras
bioquimicas y estructurales en la planta (Harman ef al. 2004, Hermosa et al. 2012,

Hoitink et al. 2006, Nawrocka & Malolepsza 2013).

Trichoderma spp. puede producir reaccion de resistencia de tipo sistémica
inducida (RSI) o sistémica adquirida (RSA), dando como resultado cambios a

nivel fisiologico, bioquimico y molecular (Nawrocka & Malolepsza 2013).

1.3.1.4. Efecto en el crecimiento de las plantas y tolerancia a estrés abidtico

Segin Hermosa et al. (2012), Trichoderma spp. tiene la capacidad de inducir el
crecimiento y de incrementar la resistencia a estrés bidtico y abidtico. Ademas
agregan que los aislamientos que promuevan el crecimiento de las plantas deben
ser capaces de colonizar las raices de la planta. Harman et al. (2004) sostienen que
tienen la capacidad de incrementar la productividad lo cual podria ser

particularmente beneficioso en areas de produccion con condiciones poco
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optimas, en donde sus efectos son mas faciles de observar. Dado que este género
tiene la capacidad de competir a nivel rizosférico, los autores sefialan que a nivel
de invernaculo el uso de Trichoderma spp. ha mostrado ser tan eficiente que ha
sustituido en alguno casos el uso de quimicos, logrando promover el crecimiento a

nivel radicular y vegetativo a niveles no alcanzados por los agroquimicos.

Los efectos en el crecimiento de plantas han sido demostrados en maiz, tomate,
tabaco, entre otros, y se ha encontrado que inclusive incrementa las tasas de
germinacion, peso seco y emergencia (Bailey & Lumsden 1998). Lo & Lin (2002)
encontraron que cepas de la misma especie muestran diferentes grados de accion
en el crecimiento de cultivos como pepino y sugieren que esto podria estar
influenciado por factores ain desconocidos. Tucci et al. (2010), al respecto
indican que segun sus experiencias en el cultivo de tomate y su relacion con
Trichoderma spp. algunos cultivares pueden verse mayormente beneficiados que

otros en cuanto a crecimiento por accion del biocontrolador.

El uso de aislamientos de Trichoderma aplicados para el control de
enfermedades ha mostrado un efecto adicional, por ejemplo, el cultivo de arvejas
se obtuvo un efecto significativo sobre el crecimiento de las plantas y a la vez
redujeron el dano causado por Phytium spp. (Naseby et al. 2000). Windham et al.
(1986) adicionaron Trichoderma spp. a suelo estéril y al evaluar el efecto sobre
plantas de tomate y tabaco ocho semanas después de la siembra, encontraron un
incremento del peso seco de raices y del area vegetativa en 213 - 175% y 259 -

318 %, respectivamente.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Obtener aislamientos de Trichoderma spp. y evaluar su potencial para el control
de la infeccidon causada por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en el

cultivo de tomate (Lycopersicum esculentum Mill.).
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1.4.2. Objetivos especificos

— Obtener cepas de Trichoderma spp. procedentes de suelo de plantaciones de

tomate del cinturdn horticola Platense.

— Seleccionar in vitro las cepas con mayor agresividad frente al patogeno.

— Evaluar la respuesta de crecimiento de las plantas frente a la aplicacion del

patogeno y las cepas mas agresivas de Trichoderma spp.

— Seleccionar las cepas mas efectivas en el control de la infeccion de C. m.

michiganensis en plantulas de tomate en invernéaculo.

1.5. Hipétesis

Aislamientos del género Trichoderma spp. pueden tener la capacidad de disminuir
las infecciones causadas por C. m. michiganensis en el cultivo de tomate a nivel de

invernaculo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Aislamiento e identificacion de Trichoderma spp.
2.1.1. Muestreo

Se colectaron muestras de suelo de la rizosfera de plantas de cultivos de tomate de
tres invernaculos comerciales de la zona horticola Platense. Cada muestra estuvo
compuesta por varias submuestras obtenidas a una profundidad 5 a 10 cm teniendo
un volumen total de 100 g de suelo por cada plantacion. Las muestras fueron
colectadas en bolsas de polietileno estériles, transportadas al laboratorio de
Fitopatologia de la FCAyF-UNLP en donde se dejaron secar a temperatura ambiente.

Una vez secas, se almacenaron a 4°C.

2.1.2. Preparacion de las muestras

Cada muestra de suelo se desmenuzd en un mortero para lograr una estructura
homogénea, luego se pasaron a través de una malla con orificios de 2 mm de

diametro y se almacenaron a 4°C hasta ser procesadas (Vargas et al. 2009).

2.1.3. Medio y técnica de cultivo

Para realizar el aislamiento de cepas de Trichoderma spp. se utilizd el Medio
Selectivo para Trichoderma (TSM) desarrollado por Elad ef al. (1981). Cinco gramos
de cada submuestra de suelo se homogeneizdé en 50 ml de agua destilada estéril

(dilucion 1:10) y se agitd durante 20 minutos.

A partir de la dilucién inicial (1:10) se realizaron tres diluciones sucesivas (1:100,
1:1000 y 1:10000) en agua destilada estéril. Las diluciones 1:1000 y 1:10000 se
sembraron en cinco placas de Petri, usando 1 ml de cada suspension y 9 ml de TSM
diluido (a una temperatura de 50 °C). Las placas de Petri se sellaron y colocaron en

camara de crecimiento a 24 °C durante 8 dias en oscuridad.
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2.1.4. Evaluacion

Los cultivos fueron observados diariamente durante su periodo de incubacion y
cada colonia fue considerada una unidad formadora de colonia (UFC). Aquellas
colonias que presentaron caracteristicas (micelio, cuerpos fructiferos, esporas) del
género Trichoderma fueron subcultivadas en tubos de ensayo conteniendo medio

agar papa glucosado (APG) para su posterior identificacion.

2.1.5. Observacion morfolégica, identificacion y conservacion

Para la identificacién de las colonias de Trichoderma spp. se obtuvieron cultivos
puros realizando cultivos monospoéricos de cada uno de los aislamientos en medio
APG incubados durante 36 horas a 25°C en oscuridad. Cada cultivo monosporico se
repico a tubo de repique. La identificacion de las cepas se realizé usando las claves

taxonomicas de Samuels ef al. (2014).

Las cepas de Trichoderma spp. se conservaron en papel filtro (Stocco ef al. 2010).
Se colocaron cortes de papel filtro estéril de 20 x 10 mm sobre los cultivos activos
desarrollados en las placas de Petri. Una vez que los cortes de papel filtro estuvieron
colonizados por los hongos se traspasaron a placas de Petri estériles y se secaron a
temperatura ambiente durante 5 a 7 dias aproximadamente, posteriormente se

colocaron en recipientes estériles y se almacenaron a -20°C.

2.2. Obtencion de colonias del patégeno
2.2.1. Aislamiento e identificacion

Los cultivos de C. m. michiganensis se aislaron a partir de plantas de tomate
enfermas que presentaban sintomas caracteristicos del cancro bacteriano,
provenientes de lotes de productores del Cinturon Horticola de La Plata. Las plantas
fueron maceradas en morteros de porcelana (Borboa et al. 2009), la savia resultante
se coloco en placas de Petri conteniendo medio Agar nutritivo — extracto de levadura

(NBY) y se incubaron durante 72 horas a 25+2 °C (Balestra et al. 2009).
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La identificacion se realizd mediante técnicas convencionales de descripcion de
caracteristicas fisiologicas y culturales: reaccion de Gram, movilidad, produccion de
pigmentos en agar, caracteristicas de las colonias (color, forma, consistencia) (Shaad

et al. 2001).

2.2.2. Conservacion

Las colonias puras del patdgeno se conservaron a 10 °C en tubos de ensayo

conteniendo medio NBY.

2.3. Evaluacion del efecto 7richoderma spp. sobre el crecimiento de C. m.
michiganensis

La evaluacion de la capacidad de inhibicion de Trichoderma spp. frente a C. m.
michiganensis en condiciones in vitro se evaluo siguiendo la metodologia propuesta por

De Boer et al. (1999) con algunas modificaciones que se describen en el item 2.3.2.

2.3.1. Obtencion cultivos de C. m. michiganensis y hongos antagonistas

La cepa bacteriana fitopatégena se sembro en frascos Erlenmeyer de 250 ml
conteniendo 100 ml de caldo nutritivo. El medio fue inoculado con dos discos de
agar (5mm) de la cepa desarrollada en agar nutritivo (de dos dias de edad) 48 horas

antes de la instalacion del experimento.

Cada aislamiento de Trichoderma spp. se sembro en placas de Petri de 90 mm de

didmetro conteniendo medio APG (por duplicado).

Los cultivos bacterianos se incubaron a 25 + 2°C en agitacion constante (50 rpm)
durante 48 horas, mientras que los cultivos fungicos se incubaron a 25 °C durante 8

dias.

2.3.2. Inoculacion e incubacion

Una vez que los cultivos de bacterias y Trichoderma spp. completaron su periodo

de incubacion, se procedio a realizar el enfrentamiento in vitro de las colonias. El
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cultivo bacteriano se sembré en placas de Petri conteniendo APG usando un hisopo

estéril.

Usando un sacabocados de 5 mm de diametro se cortaron discos de agar de la
periferia de los cultivos de cada aislamiento del antagonista y se colocaron en el
centro de cada placa de Petri conteniendo el medio de cultivo previamente inoculado
con la bacteria (Figura 1). Se inocularon diez placas por cada aislamiento de
Trichoderma spp. mas diez placas de testigo (diez unidades por cada aislamiento de
Trichoderma spp. en medio de cultivo sin la bacteria y diez unidades de placas
unicamente con la bacteria). Todas las placas se incubaron a 25°C en oscuridad

durante 72 horas.

C. m. michiganensis

™
T,

Trichederma sp.

Figura 1. Grafica descriptiva del crecimiento simultineo de C. m. michiganensis
y Trichoderma spp., en donde: S es el diametro de accion del
antagonista (crecimiento del antagonista y de la bacteria
visiblemente afectada), I es el diametro del halo de inhibicion (sin
crecimiento bacteriano) y C es el diametro del crecimiento
bacteriano del testigo.

18



2.3.3. Evaluacion

La evaluacion se realizd a las 72 horas después de la siembra de los
microorganismos, para ello se registraron los valores de: a) didmetro de crecimiento
de los hongos antagonistas y con crecimiento bacteriano visiblemente disminuido, b)
el diametro del halo de inhibicion alrededor del disco y ¢) se considerd constante el
diametro de crecimiento bacteriano del testigo (9 cm tamano de la placa de Petri)
(Figura 1). A partir de los datos obtenidos se calculd el porcentaje de supresion y el
porcentaje de colonizacion del patéogeno, usando las siguientes férmulas (modificado
de De Boer et al. 1999):

Area de Supresion (AS)

Porcentaje de Supresion = 100
J P Area de Crecimiento Bacteriano (AB) X

p taie de Colonizacic Area de Colonizacién (AC) 100
orcentaje de Colonizacién =
J © Area de Crecimiento Bacteriano (AB) X

Donde:

AS = area de crecimiento de los hongos antagonistas y de crecimiento bacteriano

visiblemente disminuido, obtenida con la formula AS= (S/2)**n

AC = area alrededor del disco del antagonista que presentd crecimiento bacteriano,

obtenida con la féormula AC=AB — Al Al= (I/2)2*7t

AB = éarea de crecimiento bacteriano en los testigos, obtenida con la formula AB=

(C2)**n

2.3.4. Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se desarrolld bajo un disefio completamente al azar (10 unidades
de observacion por cada especie de Trichoderma + 10 unidades de observacion del
testigo). Los datos obtenidos fueron analizados usando el programa STATISTICA
version 8 (StatSoft Inc.). Se realizé un anélisis de varianza (ANOVA) y las medias

fueron comparadas usando una prueba de Tukey al 0,05 de probabilidad.
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2.4. Evaluacion del efecto de 7Trichoderma spp. sobre la infeccion de C. m.
michiganensis en plantas de tomate en condiciones de invernaculo

El experimento se realizd bajo condiciones de invernaculo en el Centro de
Investigaciones en Fitopatologia (CIDEFI) de la FCAyF de la UNLP, entre los meses de
agosto a octubre del 2014 y 2015. Como material vegetal se usaron plantines de la

variedad Elpida (susceptible a la enfermedad) de 15 dias de edad (Figura 2.1).

2.4.1. Tratamientos

Se evaluaron dos métodos de inoculacion de las cinco cepas de Trichoderma spp.
ensayadas (aquellas que presentaron mayor capacidad biocontroladora frente al

patogeno a partir de los resultados del experimento 2.3), siendo:

Técnica 1. Inoculacion de la cepa fungica al suelo una semana antes de la

inoculacion del patdogeno.

Técnica 2. Aplicacion de la cepa fingica a la parte aérea de la planta 72 horas

antes de la inoculacion del patogeno.

2.4.2. Inoculacion

En el caso de Trichoderma spp. se prepararon dos tipos de inoculo:

a) Para realizar la técnica 1, se inocularon 100 g de granos de arroz estériles con
1 ml de una suspension de esporas de Trichoderma spp. (10° esporas/ml) y se
incubd a temperatura ambiente (25 +2 °C) durante 10 dias. Al momento del
trasplante y una semana antes de la inoculacion del patdégeno, el indculo fungico
se incorpord a la tierra de las macetas en una proporcion de 1:100 (por cada

maceta de 2 kg se utilizaron 20 g de indculo).

b) Para realizar la técnica 2, se realizd una suspension de esporas de cada
aislamiento de Trichoderma spp. desarrollados en medio APG (8 dias de
crecimiento). Las suspensiones se realizaron en agua estéril con el agregado de
Tween 20 (0,01%), se ajustaron a 1x10° esporas/ml y se atomizaron las plantas

tres dias antes de la inoculacion del patdgeno.
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La suspension bacteriana se obtuvo utilizando cultivos de 3 dias de edad
desarrollados en el medio NBY a partir de los cuales se retiraron las bacterias de la
superficie y se suspendieron en agua destilada estéril, la concentracion de la

suspension se ajusté a 1 x 10’ UFC/ml.

Antes de la inoculacion del patdégeno por aspersion, se realizd un pequeio corte
en la base de cada planta con bisturi previamente sumergido en la suspension
bacteriana, a fin de facilitar la infeccion. Se atomiz6 cada planta de tomate con la
suspension bacteriana hasta punto de goteo durante las primeras horas del dia. Cada
planta inoculada fue cubierta con una bolsa plastica durante 24 horas para elevar la

humedad y favorecer la infeccion de la bacteria (Figura 2.3 y 2.4).

Para los testigos de la bacteria se inocularon las plantas de tomate con la
suspensiones bacterianas sin previa infestacion de Trichoderma spp. Adicionalmente,
se establecid un testigo absoluto sin inoculaciéon del patégeno ni de los

biocontroladores.

2.4.3. Evaluacion

Las plantas se mantuvieron en el invernaculo a una temperatura entre 22 — 25 °C y

humedad relativa entre 60 - 80% durante 8 semanas.

2.4.3.1. Altura de plantas, numero de flores y frutos

A las cinco semanas después del trasplante, se midi6 la altura (cm) de cada
planta (de la base de la planta hasta el apice) y se contd el nimero de flores y de

frutos de cada planta.

2.4.3.2. Presencia/ausencia de la enfermedad

Ocho semanas después del trasplante, se evalud presencia/ausencia de la
enfermedad contando el nimero de plantas que presentaban sintomas asociados a

la enfermedad.

Las plantas que presentaron sintomas fueron llevadas al laboratorio y mediante

el método de dilaceracion se realizaron cultivos para verificar la infeccion del
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patogeno. Se obtuvieron secciones de hojas con tejido sano y enfermo, las cuales
se desinfectaron con alcohol 70% y luego, con una soluciéon de hipoclorito de
sodio al 5%. Los cortes de tejido vegetal (1 cm?) se colocaron en tubos de ensayo
con 10 ml de agua destilada estéril durante 20 minutos, se agitaron con vortex
durante un minuto y finalmente, se tom¢é una alicuota de 5 pl y se estrio sobre la
superficie de placas de Petri conteniendo medio NBY. Las placas se incubaron
durante 72 horas a 25+2 °C. La identificacién del patdgeno se realizé siguiendo la

metodologia descrita anteriormente.

2.4.3.3. Evaluacion de la colonizacion de los biocontroladores y del peso seco
en plantas tratadas

Por cada tratamiento, se retiraron del sustrato cinco plantas y mediante

evaluacion destructiva de tomaron secciones de raiz y tallo que fueron colocados

en medio TSM (Evans et al. 2003).

La superficie de las plantulas, tallos y raices se desinfectaron en una solucion
de hipoclorito de sodio al 2% por un minuto, seguido por tres enjuagues en agua
destilada estéril. Se realizaron cortes de 1 cm para obtener segmentos de raiz,
tallos y meristemo apical (cinco secciones de cada uno). Los segmentos obtenidos

se transfirieron a placas de Petri conteniendo medio TSM.

Las placas se incubaron a una temperatura aproximada de 25 °C en oscuridad
durante 15 dias. A los 5, 8 y 15 dias de incubacién se evaluod la presencia de los

biocontroladores usando lupa estereoscopica y microscopio.

Para evaluar el peso seco se separaron cinco plantas por cada tratamiento. Se
retird el suelo de las raices mediante lavado y se colocaron segmentadas en
bandejas metalicas dentro de una estufa a 60 °C durante 48 horas (Figura 2.6). Al
término de este tiempo, las plantas llegaron a peso constante y se procedid a pesar

(g) por separado las raices y luego la planta entera.
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2.4.4. Disefio experimental y analisis estadistico

Por cada tratamiento se establecieron seis bloques (seis unidades de observacion
por cada tratamiento). El disefio experimental utilizado fue bloques al azar. Los
resultados se analizaron usando un test de varianza (ANOVA) y la prueba de

comparacion de medias de Tukey al 0.05 de probabilidad.
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Figura 2. 1) Plantines de tomate de 15 dias de edad, 2) Plantas de tomate luego del
trasplante, 3) Inoculacion del patogeno, 4) Camaras humedas, 5) Hoja
con bordes necrosados y 6) Plantas en bandejas antes de ingresar a
estufa para secado.
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3. RESULTADOS

3.1. Aislamiento e identificacion de Trichoderma spp.

Ocho dias después de la siembra se realizo la evaluacion de las colonias presentes en
la dilucion 1:1000. Mediante el uso de lupa estereoscopica y microscopio se determind
la presencia de nueve colonias con caracteristicas correspondientes al género
Trichoderma (Tabla 1) de acuerdo a las claves de Samuels et al. (2014). No se

considerd la dilucion 1:10000 debido al bajo numero de colonias presentes.

La muestras A y C presentaron una mayor poblacion promedio de 7Trichoderma spp.
con 8 x 12° UFC por gramo de muestra, obteniéndose cuatro colonias en cada una,
mientras que a partir de la muestra B s6lo se aisld una tnica colonia del biocontrolador
lo que representa una poblacion aproximada de 2 x 10*> UFC por gramo de suelo
analizado. Cada colonia fue purificada y conservada siguiendo la metodologia descrita
anteriormente. Usando las claves taxondmicas de Samuels et al. (2014) se determin6
que todas las colonias obtenidas presentaban caracteristicas propias de la especie T.

harzianum.

Tabla 1. Numero de colonias obtenidas por gramo de suelo de cada muestra.

Colonias de Trichoderma spp.

Muestra

Repeticion Numero de colonias R Numero de Promedio
de suelo de Trichoderma por Den(?mma'cmn UFC/g por UFC/g de
. s del aislamiento Coe s
repeticion (1:1000) repeticion suelo seco
A 2 1 Al 1 x10°
4 1 A2 1x10° 8 x 102
5 2 A3y A4 2x10°
4 1 Bl 1x10° 2 x 102
1 1 Cl 1x10°
2 1 C2 1 x10° .
3 1 C3 1x10° 8x10
5 1 C4 1 x10°
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3.2. Evaluacion del efecto Trichoderma spp. sobre el crecimiento de C. m.
michiganensis

3.2.1. Porcentajes de supresion

En el andlisis de los porcentajes de supresion obtenidos en cada tratamiento, se
observd que todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes del testigo
(Tabla 2), es decir todos ejercieron accion sobre el crecimiento de las colonias
bacterianas significativamente (Figuras 3 y 4). El aislamiento A4 presentd el mayor
valor con 36,42%, seguido de los aislamientos B1, A3, A1 y A2 quienes no fueron
diferentes entre si, con 34,24%, 32,41%, 31,92% vy 29,83% de area bacteriana
visiblemente reducida, respectivamente. Los aislamientos restantes tuvieron menor

area de supresion aunque también fueron estadisticamente diferentes del testigo.
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Figura 3. Porcentajes de supresion del crecimiento bacteriano de colonias de C.
m. michiganensis ejercidos por aislamientos de 7richoderma spp.

registrados a las 72 horas luego de la inoculacion.

26



Tabla 2. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) de los porcentajes de supresion
resultantes para cada tratamiento.

Fuente de
Variacion SC GL CM F P valor
Tratamientos 11839,29 9 1315.,48 38,08 <0,0001
Ccv 24,22

Tabla 3. Porcentajes de colonizacion bacteriana promedios registrados en la
confrontacion de C. m. michiganensis con aislamientos de Trichoderma
Spp-, 72 horas después de la inoculacion.

Porcentajes de

Colonizacion

Tratamientos (%)'

Al x Cmm 99,21

A2 x Cmm 99,21

A3 x Cmm 99,17

Ad x Cmm 84,241 5

B1 x Cmm 99,21 b

Cl x Cmm 99,21 b

C2x Cmm 99,04 b

C3 x Cmm 99,21 b

C4 x Cmm 99,02 b
Testigo Cmm 100 b

Tabla 4. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) de los porcentajes de colonizacion
resultantes para cada tratamiento.

Fuente de
Variacion SC GL CM F P valor
Tratamientos 203427 9 226,03 5,69 <0,0001
CVv 6,45

! Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test de Tukey al 0,05 de probabilidades.
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Crmm ' . - Crim

Control : Control

Figura 4. 1y 2) Crecimiento de C. m. michiganensis en los testigos a las 72 horas
después de la inoculacion, 3-8) Crecimiento simultaneo de C. m.
michiganensis y aislamientos de Trichoderma spp. a las 72 horas de la
inoculacion.
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3.2.2. Porcentajes de colonizacion

En cuanto a los resultados del andlisis de los porcentajes de colonizacion
bacteriana, el aislamiento A4 identificado como 7. harzianum fue el Gnico que
presentd valores estadisticamente diferentes del testigo. La bacteria en presencia de
este aislamiento presentd un porcentaje promedio de colonizacion de 84,24% (Figura
4), los demas tratamientos presentaron un pequefio halo de inhibicion por lo que los

valores no fueron diferentes del testigo (Tablas 3 y 4).

Figura 5. Halos de inhibicion en colonias de C. m. michiganensis en crecimiento
simultaneo con aislamiento A4 de Trichoderma spp.

3.3. Evaluacion del efecto de Trichoderma spp. sobre la infeccion de C. m.
michiganensis en plantas de tomate en condiciones de invernaculo

3.3.1. Altura de plantas, nimero de flores y frutos

Los valores de probabilidad (Tabla 5) muestran que en cuanto a altura se
presentaron diferencias entre las medias de los tratamientos y de los métodos de
inoculacion utilizados. De manera general, los tratamientos aplicados con método 2
(foliar) presentaron mayores promedios de altura de planta que aquellos con
aplicacion al suelo, y ambos métodos fueron superiores al testigo sin aplicacion y del
patogeno (Figura 5). Las plantas sometidas a aplicacion foliar de los tratamientos 2 y
5 obtuvieron los mayores valores de altura con 50,17 y 49,83 cm, respectivamente.
Los tratamientos 1, 2 y 3 aplicados al suelo mostraron valores intermedios (36,0,
36,67 y 38,83 cm) al igual que los tratamientos 3 y 4 aplicados al follaje (39,50 y
45,83 cm). Por otra parte, algunos tratamientos presentaron valores que no difirieron
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estadisticamente con los del testigo absoluto, tales como los tratamientos 4 y 5
aplicados al suelo, y el tratamiento 1 aplicado a las hojas. Las plantas con aplicacion
de la bacteria patdogena y sin aplicacion de biocontroladores (testigo del patdgeno)
fueron considerablemente mas pequenas que las del testigo absoluto y las de los

tratamientos con Trichoderma spp. presentando una media de 16,83 cm (Figura 5).
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Figura 6. Promedios de altura de plantas (cm) registrados cinco semanas
después del trasplantez.

?Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test de Tukey al 0,05 de probabilidades.
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Figura 7. Promedios de numero de flores por planta registrados cinco semanas
después del trasplante 3,

En la Figura 6 puede observarse que la emision de flores se vio estimulada por la
presencia de los biocontroladores en tres de los tratamientos aplicados foliarmente
(TS5 4,5 flores/planta, T2 y T3 con 3,5 flores/planta cada uno). Adicionalmente, se
destaca que aquellas plantas del testigo C. m. michiganensis fueron notablemente
afectadas por la aplicacion del patdogeno presentando un promedio de 1,17 flores por
planta a las cinco semanas después del trasplante. Los tratamientos con aplicacion al
suelo no difirieron estadisticamente del testigo absoluto (sin aplicacion del patogeno
ni Trichoderma spp.). Los valores de probabilidad (P) confirman las diferencias entre

los tratamientos y entre los métodos de inoculacion utilizados (Tabla 6).

* Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test de Tukey al 0,05 de probabilidades.
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Tabla 5. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) de la altura de plantas (cm) registrados a
las cinco semanas después del trasplante.

Fuente de Variacion SC GL CM F P valor

Tratamientos 5162,17 11 469,29 8,31 <0,0001

Inoculacion*Tratamientos 948,31 6 158,05 3,01 0,0117
CcvV 20,24

Tabla 6. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) del nimero de flores por planta
registrado a las cinco semanas después del trasplante.

Fuente de Variacion SC GL CM F P valor

Tratamientos 43,82 11 3,98 3,65 <0,0001

Inoculacién*Tratamientos 10,74 6 1,79 1,62 0,1549
CV 36,69

Los valores de numeros de frutos por planta no presentaron diferencias
estadisticas entre si en los tratamientos con biocontroladores pero si difirieron de los
testigos (Tabla 7), presentando un incremento de hasta cuatro veces mas frutos que el
testigo C. m. michiganensis y superando la produccion de frutos en plantas del
testigo absoluto en un 200% (Figura 8). El nimero de frutos producidos en plantas
aplicadas con el patdogeno (sin presencia de los biocontroladores) fue reducido con un
promedio de 0,33 frutos/planta a la fecha de la evaluacion. El tratamiento con mejor
desempefio en cuanto a produccion de frutos fue el TS aplicado foliarmente con un
promedio de 1,83 frutos/planta a las cinco semanas después del trasplante. A las 8
semanas después del trasplante se realizd un segundo recuento de nimero de frutos

manteniéndose la relacion de frutos entre los tratamientos y los testigos en 3:1.
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Figura 8. Numero de frutos por planta ocho semanas después del trasplante4.

* Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test de Tukey al 0,05 de probabilidades.



Tabla 7. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) numero de frutos por planta registrados
a las ocho semanas después del trasplante.

Fuente de Variacion SC GL CM F P valor
Tratamientos 11,82 11 1.07 4,16 <0,0001
Inoculacion*Tratamientos | 3095,24 6 515,87 0,83 0,554
Ccv 36,23

3.3.2. Presencia/ausencia de la enfermedad

Ocho semanas después del trasplante se registr6 el niimero de plantas con
sintomatologia relacionada a infecciones causadas por C. m. michiganensis. Aunque
no se presentaron sintomas caracteristicos como el cancer en tallos o el “ojo de
pajaro” en los frutos, se observd que en algunas plantas con retraso de crecimiento,
los bordes de los foliolos se mostraban secos y curvados junto con un
marchitamiento leve generalizado. No hubo diferencias estadisticas en la interaccion
"método de inoculacion x tratamiento” (Tabla 8). Sin embargo, si hubo diferencia
estadistica entre el testigo con el patdgeno y los tratamientos con biocontroladores

(Figura 9).

Los valores de plantas sanas en los tratamientos con biocontroladores y el testigo
absoluto no difirieron estadisticamente entre si, sin embargo, si lo hicieron cuando se
los compard con el testigo C. m. michiganensis (50% de plantas sanas). Los
tratamientos T1 y T2 (al suelo) y TS5 aplicado a las hojas presentaron una

disminucion del nimero de plantas sanas (6-11%).
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Figura 9. Porcentajes de plantas sanas registrados ocho semanas después del
trasplantes.

Tabla 8. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) de los porcentajes de plantas sanas
registrados a las ocho semanas después del trasplante.

Fuente de Variacion SC GL CM F P valor

Tratamientos 3717,9 11 301,63 12,22 <0,0001

Inoculacién*Tratamientos 264,55 6 44,09 0,39 0,8835
Ccv 5,14

> Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test de Tukey al 0,05 de probabilidades.
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3.3.3. Evaluacion de la colonizacion de los biocontroladores y del peso seco en
plantas tratadas

Los biocontroladores fueron aislados de todos los tratamientos aplicados al suelo
y especificamente en los tejidos de la raices. En ningin caso se obtuvieron
aislamientos a partir de tejidos de tallos y hojas de plantas aplicadas, tampoco estuvo

presente en los testigos.

Los valores de peso de raices y total de las plantas evaluadas mostraron que en los
tratamientos con los biocontroladores la respuesta en la produccion de materia seca
fue superior a los testigos, presentandose diferencias estadisticas entre los

tratamientos y los métodos de inoculacion utilizados (Tabla 8).

Las plantas tratadas con Trichoderma spp. presentaron valores de peso seco de
raices y peso total hasta tres veces superiores a los encontrados en el testigo con C.
m. michiganensis cuyas plantas tuvieron un promedio de 1,0 g de peso de materia

seca de raices. El testigo absoluto present6 un peso seco de raices de 1,44 g.

Los tratamientos 1, 2 y 3 incrementaron el desarrollo de las raices aplicados al
suelo o a las hojas, sin embargo, el efecto de los dos primeros fue estadisticamente
superior cuando fueron inoculados al suelo (Figura 8 y Tabla 9), presentando valores
promedios de 3,02 y 2,82 g de materia seca por planta respectivamente. El efecto en
el incremento de materia seca de raices para los tratamientos 4 y 5 fue menor en

comparacion con los otros tratamientos, aunque superior a los testigos.

Tabla 9. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) del peso seco de raices registrado a las
ocho semanas después del trasplante.

Fuente de Variacion SC GL CM F P valor

Tratamientos 25,94 6 4,32 57,80 <0,0001

Inoculacion*Tratamientos 2,63 6 0,44 5,86 0,0001
(O\Y 13,29
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Figura 10. Promedios de peso seco de raices por planta registrados ocho
semanas después del trasplanteﬁ.

De manera general, se observd que el incremento de materia seca total por planta
fue mayor en los tratamientos con aplicacion en el area foliar (Figura 9 y Tabla 9). El
tratamiento 5 present6 el mayor incremento en peso seco con un promedio de 13,59 g
por planta, seguido de los tratamientos 2 y 3 quienes difirieron levemente entre si con
12,99 y 11,85 g respectivamente. Las plantas en las que la aplicacion de
Trichoderma spp. fue en el suelo tuvieron un desempefio similar al presentado por el

testigo sin aplicacion (8,76 g) aunque superior al testigo C. m. michiganensis (4,26

)

® Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test de Tukey al 0,05 de probabilidades.
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Figura 11. Promedios de peso seco de plantas registrados ocho semanas después

del trasplante7.

Tabla 10. Valores de probabilidad (P) obtenidos a partir de los correspondientes
analisis de medias (ANOVA) del peso seco total registrado a las ocho

semanas después del trasplante.

Fuente de Variacion SC GL CM
Tratamientos 388,46 6 64,74
Inoculacién*Tratamientos | 88,40 6 14,73
(A% 9,74

F P valor
72,94 <0,0001
16,60 <0,0001

’ Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test de Tukey al 0,05 de probabilidades.

38



4. DISCUSION

4.1. Aislamiento e identificacion de Trichoderma spp.

De las tres muestras de suelo analizadas se obtuvieron nueve cepas de Trichoderma
spp., lo que demuestra la presencia de este género en los suelos horticolas de la zona.
Esto coincide con lo expuesto por Harman et al. (2004) y Samuels (2006), quienes
sostienen que Trichoderma spp. es un microorganismo de vida libre del suelo y ha sido
aislado de muchos suelos del mundo llegando algunas de sus especies a considerarse

cosmopolitas.

T. harzianum fue la especie predominante entre las cepas recuperadas, lo cual
coincide con Joshi et al. (2010) y Harman et al. (2004) quienes sostienen que esta

especie es una de las mas frecuentes en muestras de suelo.

La cantidad de aislamientos obtenidos por gramo de suelo (entre 2 a 8 x 10> UFC)
muestran que la poblacién de los biocontroladores en los suelos de las horticolas es
relativamente baja. Las labores de desinfeccion de suelos usadas comunmente en el
Cinturdn Horticola Platense tienden a ser agresivas e incluir agroquimicos de elevada
toxicidad. Stirling (2011) sefiala que la desinfeccion de suelos afecta las poblaciones
microbianas que de manera natural suprimen el efecto de los patdégenos. Aunque los
efectos de los agroquimicos sobre el desarrollo de este género es variable, por regla
general, las especies de Trichoderma tienden a soportar una amplia gama de
agroquimicos utilizados en la agricultura (Kredics ef al. 2003, Verma et al. 2007). Esto

explicaria la presencia de aislamientos de Trichoderma spp. en las muestras analizadas.

Bajo la influencia de factores como los agroquimicos y disponibilidad de nutrientes,
los aislamientos obtenidos nos dan una idea de la capacidad que poseen para soportar
condiciones de estrés. Esto coincide con lo presentado por Liu ef al. (2008) quienes
encontraron que la mayor parte de los microorganismos habitantes del suelo son
sensibles a las actividades de la agricultura convencional, especialmente a la aplicacion
de fungicidas y fertilizantes inorgénicos. Sin embargo, segiin los mismos autores, las
especies de Trichoderma muestran ser menos sensible a estas alteraciones en el suelo y
tendrian la capacidad de ocupar répidamente los nichos dejados por otros
microorganismos.
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4.2. Evaluacion del efecto 7Trichoderma spp. sobre el crecimiento de C. m.
michiganensis

Todos los aislamientos evaluados presentaron efecto sobre el crecimiento C. m.
michiganensis en medio de cultivo comprobandose diferencias estadisticas entre los
tratamientos y el testigo. Esta reduccion en el crecimiento de las colonias en el area
cercana al disco de cultivo del biocontrolador fue evaluada como porcentaje de
supresion y podria estar influenciada por la produccion de metabolitos toxicos o
antibioticos producidos por Trichoderma spp. tal como lo sugiere Howel (1998). Al
respecto, Harman et al. (2004), Hjeljord & Tronsmo (1998), Verma et al. (2007) y
Vinale et al. (2008) sostienen que la capacidad de biocontrol esta correlacionada con la

produccién de antibidticos que pueden ser de tipo volatil o no volatil.

Estudios realizados por Ezziyyani ef al. (2004) mostraron que la presencia de
Trichoderma spp., en cultivos duales con Phytophthora capsici, jugaria un papel
importante en la reduccion y destruccion de la colonia del patdgeno. De igual manera,
Patil et al. (2012) encontraron que el uso de metabolitos difusibles y volatiles en medios
de cultivo, redujeron el crecimiento in vitro de Pythium spp. causante de pudricion de

raices en tomate.

A pesar de que todos los aislamientos mostraron un efecto sobre el desarrollo de la
bacteria, s6lo uno de ellos (el aislamiento A4) mostrd tener un efecto inhibitorio. La
bacteria en presencia del aislamiento A4 cubri6 el 84,24% del area del medio de cultivo,
mientras que los tratamientos restantes y el testigo superaron el 99% de area de medio
cultivo colonizada. Los aislamientos de Trichoderma spp. evaluados en este
experimento tienen efecto sobre la bacteria, sin embargo, el nivel de accion varia entre
ellos. Se ha comprobado que la actividad antagonista de algunos aislamientos de
Trichoderma spp. podria diferir aun cuando pertenezcan a la misma especie (Kohl &
Schlosser 1989 citado por Hjeljord & Tronsmo 1998, Vinale et al. 2008). La literatura
presenta resultados variables referente a la produccion de antibidticos por las cepas
antagonistas, tales como los observados por Eziashi et al. (2006) quienes mostraron que
los antibidticos producidos por 7. viride inhibieron el crecimiento in vitro de
Ceratocystis spp. entre 2 a 81%. Estudios realizados por Joshi ef al. (2010) revelaron

que unicamente el 5% de los aislamientos evaluados fueron altamente antagonistas.
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Vinale et al. (2008) aseguran que la aplicacion de estos metabolitos para la
proteccion de cultivos puede ser una realidad en el futuro inmediato, debido a sus bajos
costos de produccion a gran escala, especialmente con aquellos extractos que posean

actividad antimicrobiana tanto contra hongos como bacterias (Leelavathi et al., 2014).

4.3. Evaluacion del efecto de Trichoderma spp. sobre la infeccion de C. m.
michiganensis en plantas de tomate en condiciones de invernaculo

4.3.1. Altura de plantas, nimero de flores y frutos.

Los resultados obtenidos en las pruebas de invernaculo muestran que la presencia
de la bacteria puede afectar el desarrollo de las plantas; sin embargo, la aplicacion de
Trichoderma spp. fue efectiva reduciendo el impacto de la enfermedad permitiendo
su normal desarrollo, e inclusive permiti6 elevar los valores de crecimiento de las

plantas a niveles superiores a los obtenidos en el testigo absoluto.

Esta respuesta coincide con lo expresado por Hermosa et al. (2012), quienes
sostienen que este género de biocontroladores pueden inducir el crecimiento de
plantas, como un efecto adicional al control de enfermedades (Naseby et al. 2000).
Al respecto, Bailey & Lumsden (1998) senalan los mismos efectos en plantas de

tomate, maiz, entre otros cultivos.

Aunque se observd un efecto en el crecimiento en todos los tratamientos con
Trichoderma spp. los andlisis para cada pardmetro revelaron diferencias estadisticas
entre los aislamientos evaluados y entre los métodos de inoculacion utilizados. Lo &
Lin (2002) y Tucci et al. (2010) encontraron que, inclusive cepas de la misma
especie muestran diferentes grados de accion sobre el crecimiento de cultivos y que
también pueden variar de un cultivar a otro. Los autores sefialan que esto podria estar

influenciado por factores atin desconocidos.

En cuanto al numero de flores y frutos, los tratamientos con aplicacion al suelo no
difirieron estadisticamente entre si independientemente del método de inoculacion
utilizado pero si de los testigos, lo que nos da la posibilidad de mantener la
produccion a niveles normales aunque la bacteria haya estado presente en la

poblacion de plantas, capacidad que poseen algunos géneros de biocontroladores y
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ampliamente demostrada para el caso de Trichoderma spp. (Harman et al. 2004,

Hermosa et al. 2012).

4.3.2. Presencia/ausencia de la enfermedad

A las ocho semanas después del trasplante, los sintomas presentes fueron retraso
en el crecimiento, bordes de foliolos secos y marchitamiento leve generalizado. La
ausencia de sintomas tipicos de la enfermedad como las manchas "“ojo de pajaro””
podria deberse al hecho de que esta sintomatologia es poco frecuente en cultivos de

invernaculo, segun lo sefialado por CABI & EPPO (1999) y EFSA (2014).

La variabilidad en los sintomas observados al evaluar la enfermedad esta
condicionada por multiples factores, tales como, el tipo de infeccion (sistémica o
superficial), lugar de produccién (invernaculo o campo), edad de la planta al
momento de la infeccion, practicas culturales, cultivar, entre otras (EFSA 2014,

OEPP/EPPO 2013, Lelis 2013).

Al momento de la evaluacion, el 50% de las plantas testigos mostraron
marchitamiento leve y los bordes de los foliolos secos. Estos sintomas son
caracteristicos de la enfermedad (Borboa et al. 2009, Gartemann et al. 2003,
Utkhede & Koch 2004) y con condiciones favorables provocan la muerte de la planta
(OEPP/EPPO, 2013), pero bajo condiciones menos favorables se puede presentar

retrasos en el marchitamiento (EFSA, 2014).

Segun datos meteoroldgicos de la Estacion Experimental Ing. Agr. J. Hirschhorn
(UNLP 2016), las temperaturas promedio de los meses de septiembre a octubre tanto
en el afio 2014 como en el 2015 fueron relativamente bajas (13,5°C y 16,5°C,
respectivamente) comparadas con las medias historicas de esos meses (19°C y 22°C)
(Anexo 7.1.). Aunque se intent6 elevar la temperatura dentro del inverndculo con la
ayuda de un radiador (promedio de 21°C), las temperaturas logradas probablemente
influyeron en el desarrollo de la enfermedad y la manifestacion de sus sintomas.
Chang et al. (1991), informaron que la temperatura 6ptima del suelo y del aire para el
desarrollo de la enfermedad fue superior a 28°C. Segin los mismos autores, el

periodo de incubacién y la severidad del cancro estuvieron influenciados por la
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temperatura, edad de la planta, concentracion del indculo y el cultivar. Agrios (2005)
sostiene que el ciclo completo de la enfermedad en el mas corto periodo de tiempo
usualmente ocurre cuando la temperatura es dptima para el desarrollo del patdégeno
pero sobre o bajo la temperatura 6ptima del hospedante y agrega que a temperaturas
bajo o sobre el Optimo del patogeno, pero cerca del optimo del hospedante, la

enfermedad se desarrolla lentamente.

En los andlisis estadisticos realizados no se detectaron diferencias significativas
entre los tratamientos con Trichoderma spp. cuando se evalud el porcentaje de
plantas sanas, sin embargo, se pudo observar que todos los tratamientos con los
biocontroladores mostraron valores superiores y diferentes estadisticamente del
testigo. Esto probablemente se debe al hecho de que Trichoderma spp. tiene la
capacidad de inducir resistencia sistémica y localizada a un rango de enfermedades,
incluidas las causadas por bacterias (Harman 2006, Nawrocka & Malolepsza 2013).
Los aislamientos de Trichoderma spp. pueden inducir diferentes tipos de senales que
dan como resultado la activacion de genes y la produccion de enzimas que estan
involucradas en la supresion de patdégenos y el incremento de barreras bioquimicas y
estructurales en la planta (Harman et al. 2004, Hermosa et al. 2012, Hoitink et al.
2006, Nawrocka & Malolepsza 2013). Este efecto sumado al mejoramiento del vigor
de las plantas juega un papel importante al momento de desarrollarse la infeccion y

la posterior manifestacion de los sintomas.

4.3.3. Evaluacion de la colonizacion de los biocontroladores y del peso seco en
plantas tratadas

Todos los aislamientos de Trichoderma spp. fueron eficientes colonizadores de
las raices, a pesar de que no se logr6 aislarlos de tallos y hojas. Hermosa et al. (2012)
y Harman et al (2004) indicaron que esta es una caracteristica del género
Trichoderma especialmente de aquellos aislamientos que inducen el crecimiento de

las plantas.

El incremento en el peso seco tanto de raices como de las plantas fue superior a

los testigos, encontrandose diferencias entre los tratamientos. El incremento obtenido
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fue hasta 300% superior a los testigos y similar a los resultados de Windham et al.
(1986) quienes adicionaron Trichoderma spp. a suelo estéril y encontraron que tanto
en plantas de tomates como en tabaco se incrementaron el peso seco de raices y area
vegetativa en 213-175% y 259 - 318 %, respectivamente. Bailey & Lumsden (1998)
también sefialan efectos como el incremento en el peso de seco tal como se observd

en los resultados presentados anteriormente.

El efecto en el peso seco esta directamente relacionado al incremento en el
desarrollo de las plantas tratadas con los biocontroladores. Naseby et al. (2000)
indican que este es un efecto adicional al control de las enfermedades debido a que
encontraron un efecto significativo sobre el crecimiento de las plantas y a la vez

redujeron el dafio causado por Phytium spp. en arveja.

Bailey et al. (2011) sostienen que el desarrollo de las raices tiene el beneficio
adicional de elevar la capacidad de soportar condiciones de estrés en las plantas
colonizadas, especialmente aquellas asociadas a la captacion de agua. Al respecto,
Hermosa et al. (2012) y Brotman et al. (2013) coinciden en que las cepas de
Trichoderma pueden interactuar directamente con las raices colonizando el
apoplasto, incrementando el potencial de crecimiento, la resistencia a enfermedades

y la tolerancia a estreses abioticos.

Dado que a pequefia escala Trichoderma spp. ha mostrado ser un potencial agente
de biocontrol frente a la enfermedad, es necesario continuar con la blsqueda y
seleccion de cepas para el control del Cancro Bacteriano del tomate, a fin de en un
futuro poner a disposicion de los agricultores una alternativa mas acorde con las

politicas medioambientales.

Ademas, mas experimentos de campo, incluyendo un mayor numero genotipos de
cultivares de la zona, permitiran obtener resultados mas cercanos a las realidades de

los productores y acortar la brecha entre la investigacion de laboratorio y campo.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Con respecto a la hipotesis planteada en el presente trabajo, se acepta y se concluye

que:

Los aislamientos de 7. harzianum obtenidos a partir de suelo de plantaciones de
tomate del Cinturon Horticola Platense tienen potencial para actuar frente a infecciones

causadas por C. m. michiganensis en el cultivo de tomate a nivel de invernéaculo.
Adicionalmente, se destaca que:

— Trichoderma spp. es un habitante del suelo de plantaciones de tomate del

Cintur6én Horticola Platense.

— Observaciones microscopicas permitieron asociar la mayoria de los aislamientos

al género T. harzianum.

— Todas las cepas aisladas poseen la capacidad de suprimir el desarrollo de las
colonias del patdgeno en condiciones in vitro, una de ella mostr6 potencial para

inhibir el crecimiento de C. m. michiganensis.

— Las plantas tratadas con los aislamientos de Trichoderma spp. mostraron

incremento en altura, nimero de flores y frutos en comparacion con los testigos.

— Bajo las condiciones del experimento las plantas del testigo del patdogeno
presentaron de manera generalizada marchitamiento y los bordes de los foliolos

secos, sintomas caracteristicos de la enfermedad en cultivos de invernaculo.

— Durante los dos afios en que se desarrollo el experimento, la temperatura de los
meses de agosto a octubre influyeron en el desarrollo de la enfermedad, sin
embargo, se mostraron diferencias entre los tratamientos vs. los testigos lo que
indicaria que aln bajo estas condiciones los aislamientos mejoraron la sanidad

de las plantas evaluadas.

— Los aislamientos evaluados en condiciones de invernaculo mostraron capacidad

para colonizar raices y elevar la acumulacion de materia seca.
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7. ANEXOS

7.1. Datos meteorologicos de los meses de Agosto a Octubre de los afios 2014 y 2015
obtenidos en la Estacion Experimental Ing. Agr. J. Hirschhorn (UNLP, 2016).

Boletin Agrometereoldgico Mensual Agosto de 2014
CLIMATOLOGIA Y FENOLOGIA AGRICOLA

UBICACION: LAT 34 585 - LONG 57 58 Wde G- ASN.M.45m

Temperatura del aire Temp.Suelo  Radiacion Frasion Viento (h=3.6 m)  Precipitaciones E.T.P. Humedad
Fecha Media Max. Min. h={-0.05 m) Solar Barometrica Velocidad Cantidad lax Intensidad
'C °C 'C "C Wat./m2 Hpa. KmH. | Dom. mm.| mm/h mim| %

01/08/2014 15.7 212 10.9 14.2 9104 1006.9 1.7 N 0.00 0.00 1 1] 73
02/08/2014 17.5 22.5 111 14.6 5233.0 1000.3 34N 232 30.5 0.8 82
03/08/2014 15.6 19.8 128 15.4 5705.0 1002.6 2.3|80 0.0 0.0 1.3 69
04/08/2014 10.3 15.7 42 128 12708.0 1018.3 32|10 0.8 1.0 2.2 58
05/08/2014 11.0 16.3 2.7 1.2 12454.0 1018.3 8.1|NNE 0.0 0.0 2.7 59
06/08/2014 13.3 15.7 118 11.8 4158.0 1008 8 BE N 0.0 0.0 1.4 62
07/08/2014 10.8 16.4 5.0 11.8 12835.0 1020.9 3.1|050 0.0 0.0 2.2 60
08/08/2014 9.4 17.2 31 10.6 12877.0 1025.1 1.7|N 0.0 0.0 2.0 60
09/08/2014 122 16.7 6.2 10.6 12848.0 1014.3 B.7|N 0.0 0.0 26 63
10/08/2014 13.1 17.5 5.3 12.2 7052.0 1008.9 3.7|S50 0.0 0.0 1.4 67
11/08/2014 76 13.7 2.1 10.4 B849.0 1016.1 22|NO 0.0 0.0 1.5 67
12/08/2014 7.7 13.9 2.4 94 13060.0 1018.0 4.8|50 0.0 0.0 2.6 51
13/08/2014 76 15.2 0.6 8.6 13646.0 1026.1 51|NO 0.0 0.0 2.7 44
14/08/2014 11.0 16.4 5.5 9.4 13636.0 1021.7 8.6|NND 0.0 0.0 3.2 43
15/08/2014 11.2 17.4 6.6 10.2 13679.0 1021.3 51N 0.0 0.0 2.6 54
16/08/2014 1289 19.1 7.1 11.1 12852.0 10201 2.5|NNE 0.0 0.0 2.2 64
17/08/2014 144 231 5.9 118 13571.0 10181 2.0|N 0.0 0.0 2.3 74
18/08/2014 18.1 241 133 14.3 14088.0 1013.3 54N 0.0 0.0 2.7 73
19/08/2014 17.5 26.0 104 15.1 14005.0 1013.4 03N 0.0 0.0 2.3 74
20/08/2014 17.5 24.3 9.8 15.1 13909.0 1011.7 27N 0.0 0.0 2.5 74
21/08/2014 208 26.7 16.1 16.5 11334.0 1006.7 33N 0.0 0.0 2.6 (]
22108/2014 18.6 24.4 14.3 16.6 9003.0 1007.0 25E 0.0 0.0 1.8 75
23108/2014 18.9 256 15.6 16.7 9351.0 998.0 4.0|ENE 24 25 1.8 80
24/08/2014 13.2 16.0 10.2 14.5 1584.0 897 8 370 31.8 30.5 0.4 il
25/08/2014 8.3 10.2 6.4 10.7 3687.0 1000.7 16.2[NO 34 2.0 1.4 77
26/08/2014 9.1 11.8 6.4 10.3 7809.0 1011.5 8.4[50 0.0 0.0 1.8 ]
27/08/2014 7.0 12.3 3.3 10.3 14452.0 1018.8 0.0/50 0.0 0.0 1.9 69
28/08/2014 6.5 13.1 0.2 10.0 15400.0 1021.8 0.3 |ENE 0.0 0.0 2.0 74
29/08/2014 9.8 17.4 1.9 10.7 15351.0 1018.0 07N 0.0 0.0 2.4 &7
30/08/2014 12.5 17.4 7.3 11.8 10852.0 1011.8 0.8 [ENE 0.0 0.0 18 80
31/08/2014 14.5 21.8 8.5 13.3 15650.0 1008.7 0.5|0 0.8 0.0 2.4 76

Madia 12.7 18.4] 7.3 123 10894.9 1013.2 38 N 68

Total 340843.0 62.4 30.5] 63.2

Normal de Mes 11.6] 59.9
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Boletin Agrometereoligico Mensual
CLIMATOLOGIAY FENOLOGIA AGRICOLA

LEICACION: LAT 34 59 5 - LONG 57 50 Wde G- ASNM 45m

Septiembre de 2014

Temperatura del aire Presidn Viento (h=3.6
Temp. Suelo |Radiacion | Barométrica m) Precipitaciones ET.P. Humedad
Fecha Media Mix. Min. h={-0,05 m) Solar Velocidad Cantidad | Max.Intensidad

'c °C °c *c Wat./m2 Hpa. Km/H. Dom. mm. mmh mm| %
0110812014 11,8 156 8.2 12.8 6432.0 10106 24|E 0.0 0.0 0.7 89
0210812014 144 184 12,5 13.6 9834.0 1008.1 4.3|ENE 12,6 18 16 B4
0310812014 15,0 175 12.3 14.0 4313.0 1014.5 2.2|ENE 0.0 0.0 0.7 83
04/0812014 16.0 184 13.6 14.5 B705.01 1016.5) 11.8[ENE 0.0 0.0 2.3 7
0510812014 153 17.1 13.9 14.6 2561.0 10111 2.8|ENE 18,6 8,1 0.7 [H
0810812014 15,0 17.2 1.2 15.1 11281.0) 1007.0 B.6|0 28,6 107 20 81
0710812014 145 204 B.4 13.8 16272.0| 1014.2 5.4|NO 0.0 0.0 33 ]
0B/03I2014 i7.8 227 12.0 15.0 16270.0] 1004.5] 5.9|M 0.0 0.0 3.5 i3]
08/08/2014 156 208 10.5 16.1 31110/ 1002.4 B.7|550 16,0 FA 1.1 Fi:]
10/09/2014 11,6 17.3 5.2 13.6 17939.0) 10129 170 0.0 0.0 28 60
11/09/2014 11,3 188 43 12,6 16452.0| 1018.7 [E][s] 0.0 0.0 27 B0
1210912014 120 182 5.1 12.7 17367,0| 1016.4 2,9|NNE 0,0 0.0 32 64
13/0%/2014 133 183 8.2 13.4 10246,0| 1016,2 3.6|ESE 3.2 08 1.8 B2
14/09/2014 14,5 16.2 13.3 14.4 3176.0| 1012.9 4.2|SSE 7.6 08 0.5 a1
15/09/2014 133 184 B.7 141 18500.0| 1014.8 3,2[S50 0.0 0.0 32 ]
16/09/2014 114 186 3.4 12.8 18256,0| 1016,5) 0.5|MME 0,0 0.0 28 65
1710812014 132 18,3 6.6 13.4 18662,0| 1016,7] 2,8|ENE 0,0 0.0 31 74
18/09/2014 13,5 19,2 6.9 13.8 16814,0) 10136 1,9|ENE 0,0 0.0 27 79
19/09/2014 158 218 1.7 15.2 16229.0| 1009.4 0.8|S50 0.0 0.0 24 83
20/0%/2014 146 18,0 8.3 15.0 18273,0] 1014.5] 4.5|550 0,0 0.0 34 70
21/0%/2014 135 181 7.B 14.5 13353,0] 1018.4 1.9|ENE 0,0 0.0 23 76
22/09/2014 16,6 214 13.6 15.1 17868.0| 1012,2 8,1|NNE 0,0 0.0 35 68
23/09/2014 139 172 10.6 14.7 7379.0 1009,9 31(8 20 33 12 78
24/09/2014 142 218 6.6 13.8 18870,0] 1012,8| 28N 0,0 0.0 37 [it:]
25/0%/2014 154 202 10.1 14.2 9210, 1006,2 5.8|MME 1.8 05 22 7l
26/09/2014 10,7 17.5 3.2 13.2 19318,0| 10164 1,0{ONO 0,0 0,0 32 56
27/09/2014 11,8 185 26 12.4 19018,0| 1018,3 28|N 0.0 0.0 38 57
28/09/2014 154 183 11.4 141 6904.0 10083 1.9|NE 34 23 15 76
29/0%/2014 153 20,8 11.1 15.2 17954,0] 10111 0,3|ENE 0.4 0.0 3.0 B4
30/09/2014 15,6 20,3 11.2 15,3 10990,0) 1013,5 1,3(S 0,0 0,0 22 73
Media 14,1 19,0 0.0 141 13029,7| 1012.8 36 N 74

Total 390891,0| 94.2| 10,7 711

Normal de Mes 13,5] 67.9]
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Boletin Agrometercologico Mensual Octubre de 2014
CLIMATOLOGIA Y FENOLOGIA AGRICOLA

| UBICACION: LAT34 595 -LONG 57T 50 Wde G- ASNM. 45m

Temperatura del aire Temp. Presidn Viento (h=3.6
Suelo Radiacion |Barométrica ) Precipitaciones |E.T.P. Humedad
M.
Fecha Media Max. Min. h={-0,05 m) Solar Velocidad Cantidad |Intensi

"G G G "G ‘Wat./m2 Hpa. Km/H. Dom. mm.| mmih mm Y
01/10/2014 11,9 17,2 6.5 14.5) 3559,0 1023.0 24|85 0,0 0.0 24 78
o210/2014 10.4 15.7 2.4 13.3 4438.0 1028.8 34|ESE 0,0] 0,0] 298 73
03M10/2014 14,6 15,6 13,5 13.7] 1132,0 10252 10,8|ENE 1,0 0.3 1,8 67
04/10/2014 15,9 17,8 14,2 14,3 18640, 1016.1 13,0|ENE 6,4 1,0 23 73
05/10/2014 16,0 16,89 14.5) 15.0) 301,0) 1011.6| B5,3|ENE 46,8 6.3 0.7 78
o6i10/2014 16.7 18.5 13.Ej 15.8 3486.0 1009.8 3.6|NO 0,0] 0,0] 2.6 85
o7Morzo14 17.7 25,2 11.6] 16.1 5278,0] 1010.7] 110 0.0 0.0 3.8 L
08/10/2014 19,9 25.4 13.7] 17.2 4414,0] 1006.0| 2.B[N 0.0 0.0 3.7 Fis
09/10/2014 18,5 23.5 12,6 182 15270 889 8 45|50 32,0 183 1.3 G4
10/10/2014 11,7 16.3 8.1 153 45340 1015.8] 52(80 0.0 0.0 3,2 ]

11110/2014 12.7 18.9 5.6 14.9) 5025,0 1018.8 0.4|ESE 0,0] 0,0] 3.0
1210/2014 15.4 21,8 9.0 16.0) 5156,0, 1014.4] 0.8{N 0.0 0.0 33 74
1310/2014 16.8 23.4 11.2] 16.3 3655.0) 10126 0.56[NNO 0.0 0.0 26 il
1411002014 18,8 253 12,5 171 489720 1012.7| 12N 0.0 0.0 3.8 65
15/10/2014 18,7 248 11,5' 17.5 48300 1007 6 2 4|ME 0,0 0,0 38 65
16/M10/2014 3.2 26,0 14,0 19,8 5156,0] 1003.59) 1,6[8S0 0.0 0.0 4.1 66
17M10/2014 17.6 229 11.4 18.4] 4381,0) 1007.2] 24|ESE 0.0 0.0 3.2 66
18/10/2014 18,4 22,4 16.0) 18,8 1484.0) 10035 23[8 5,6 23 1.3 B3
19/10/2014 18,1 24 4 12,5 186 57320 10108 1,380 0,0 0.0 4.2 G4
20/10/2014 15,2 21,6 7.7 78] 5770,0) 1017 1 0,3|NE 0,0 0,0 3,7 67
21M10/2014 208 26,3 14,5 18.4] 56745,0] 1013.6] 6.3[MN 0.0 0.0 5.4 54
2211012014 233 28.7 171 19,8 5882.0) 1011.0| B.7|M 0.0 0.0 5.7 54
231012014 224 28.8 16,2 20.7] 5843.0) 10103 0.3|ESE 0.4 0.5 4.4 68
2411012014 222 28,4 17,3 21,5 4558,0) 1008 8| 0.2|ESE 0,0 0.0 3.6 L
2511012014 219 28,9 15,3 21,7 5530,0} 10078 1,9|ENE 0,0 0,0 46 72
261012014 250 30.5 20,7 22 .4 5024,0) 1004.4] T.0[N 0.0 0.0 4.8 65
2702014 252 323 17.4 22.58) 4850.0 1001.6 5,6|NNE 0.0 0.0 57 58
28/10/2014 18,8 24.4 13.7| 21.0) 4445,0) 10051 B.8|ESE 15,8 8.7 3.8 Fi:.
29/10/2014 18.0 19.3 14.6| 18.7] 301.0f 8999.9) 86|ENE 61,2 228 0.4 83
30/1M0/2014 17.6 24.4 11,8 18.7] 5703,0) 1005.3] 055 0.0 0.0 38 73
311002014 16,7 22,4 13,2 18,6 3058,0) 1010.8| 2 5[5 2.6 1.3 22 i
Media 18,1 23,3 12,7 17.9) 41282 1010,8 38] N 71

Total 1278975,0) 1?1.E| 228 102,7

Normal de Mes 16,5] 96,1]
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Baoletin Agrometereologico Mensual
CLMATOLOGIA ¥ FENOLOGIA AGRICOLA

Agosto de 2015

UBICACION: LAT 34 58 5 - LONG 57T 58 W de G- ASNM. 45 m

Viento (h=1.6
Temp.Suelo|Radiacion |Presion m) Precipitaciones E.T.P. Humedad
Max.Intens
Fecha Media Max. Min. h={-0,05m)| Solar parométric) Velocidad Cantidad idad
*C *C *C °C Wat./m2 Hpa. KmH. Dom. mm.| mmh mm k.

01/08/2015 10.8 15.8 4.1 2.7 2373.0 10131 4.3|ESE 0.8 2.3 1.7 B1
02/08/2015 14,0 18.3 10.3] 3.7 2014.0 1004.9 23|80 0.0 0.0 1.3 B4
03/08/2015 12,2 20,0 7.0 i2.8 3107.0 1014,6 2.0|050 0.0 0.0 2.2 G|
040872015 10,8 16,2 5.4 12,0 2766.0 1018,7 5,B|S5E 0.0 0,0 20 T2
05/08/2015 14,6 17,56 10.9] 12.5 14350 10099 10.5|ESE 5.4 3.0 1,3 T8
06/08/2015 17.2 21.1 15,5} 15.5 1383.0 995.5 B.9|ENE 64.6 14.0] 1.1 92|
0T/08I2015 15,7 17.4 121 15.7 627.0) 1000,2 6.5|050 9.8 4.8 0.5 29|
08/08/2015 14,3 17,2 11,8 14 6 4200 1005,2 7.7|550 1.6 0,3 0,4 100
05/08/2015 17.7 216 14,5 15.6 394.0 999,56 4.5(MN 21.0 152 0.4 a7
10/08/2015 11.6 15.1 7.4 13.7 973.0 1010.0 6.6|050 29.0 8.7 0.8 a7
11/08/2015 10,1 14,3 5.7 12,2 1577.0 1021,2 2,1|550 3.0 0.0 0.9 05|
12/08/2015 10.4 12.4 B.2] i2.0 666.0) 1020.2 B.7|S50 4.2 0.3 0.5 02|
13/08/2015 12,3 14.1 10.9) i2.4 T42.0 1015.0 9.1|550 8.6 0.5 0.8 29|
14/08/2015 10.5 11.7 0.6 12,5 T79.0 1014,7 4.0/50 5.4 30.5) 0.8 100
15/08/2015 10,8 16,3 5.5 12.4 3481.0 10155 340 1,0 0,0 20 B5|
16/08/2015 10,8 18.1 4.4 12.1 3283.0 1021,5 1.8|ESE 0.0 0.0 20 B0
1T/08I2015 13.6 17.7 B.5| 12,7 1173.0 10124 1.B|SE 0.0 0.0 0.8 B8]
18/08/2015 13,7 19,8 8.1 13.5 31490 1011,3 321050 0.0 0,0 23 77
18/08/2015 9.8 15.0 6.1 12.6 1655.0 1020.9 6.6|50 0.0 0.0 1.3 B1
20/08/2015 8.7 15.4 3.2 11.8 2172.0 1023.3 4.5|5E 0.0 0.0 1.6 B3
21/08/2015 14.0 19.1 B.1 12.8 3003.0 10131 5.B|ESE 0.0 0.0 22 78
2210872015 15,5 18,8 11,5| 13.8 1853.0 1003.4 T.2|NO 0.4 0,0 1.4 73
2310812015 9.4 12.2 3.5 123 2818.0 1016.9 T30S0 0.0 0.0 1.9 65|
24/08/2015 7.6 13.7 1.6 i1.3 3658.0 1020.8 29|ESE 0.4 0.0 21 T4
25/08/2015 13.0 17.1 6.7 i2.0 2870.0 1011.7 BA4|ENE 0.0 0.0 23 75|
260852015 15,7 209 11,8 13,7 2478.0 1008,0 3.8|NE 1.6 0,0 20 B0)|
2TIDBI2015 132 18,7 7.9 13.5 3585.0 1011,7 4.8|050 0.0 0.0 3.0 58
28/08/2015 12,5 18,7 7.6 12.4 900.0 10122 B.AN 0.0 0.0 0.8 72|
29/08/2015 17.7 233 121 14,7 3308.0 1004,3 83N 0.0 0,0 33 ]
J0/08/2015 16.8 4.8 8.2 14.9 J604.0)  1008.8 8.7[E 0.0 0.0 d.8 G4
3110872015 15,6 218 6.9 154 3768.0 1012.9 13,8|55E 0.0 0,0 38 &7

Media 13.0 1?,§| [ 13,2 2135.3 1011.9 58] SO 81

Total 56225,0 156.8 30,5 50,7

Mormal del Mes

(1964-2014) 11.5] B1.5
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Baletin Agrometerenldgico Mensual
CLIMATOLOGIA ¥ FENOLOGIA ACRICOLA

Zepticmbre de 2015

UBICACION, LAT 34 59 5 - LONG 57 50'W de G- ASHNM 45m

Temperatura del aire Presidn Vienta  (he38
Temp. Suele [Radiscion  |Barométrica ) Precipitationes ETP. [|Humedad
Fecha Media | Max Min. | hej0,08 m) Solar Velocidad | Cantidad | Max Intensidad

" C C C WaLim2 Hpa. KmM. Dom mm mmih mm 5

TT0A2016 73 13.8 74 131 877.0| 0z84] 107 ’;El: 0.0 00 50 2]
OH0UP015 108 14.I| 6.9 12.5 o720 10228] _ 58[ESE 0.0 0.0 1.8 6,
O0AR016 102 16.1] a7 12.8 17680 s I E:sc 0.0 0.0 25 a8
D40U2015 112 10.8] J.ﬂ 12.3 2011.0 1020.8] _ 58|S5E 0.0 0.0 5.2 B
OBOA2016 117 0.6 29 127 2015.0 0z03] 38N 0.0 0.0 50 6,
OBOU2015 134 10.4 78 12.0 7103.0 140 8.3NE 0.0 0.0 57 6,
OTIAR016 128 15.4 8.3 12.9 58,0 1007.4] __ 8.0|NE 0.0 0.0 12 [R
OBIDA2015 14.5 2140 a8 13.0 zsal 10048 55(20 0.0 [ | 5.4 [
ON0AR015 CE] 11.4 | 12.2 1800 0110|588 54 0.5 0.8 7
1010872015 [ 144 il 1.2 0180 10128] 768|050 .2 B1.0 52 58
1110872018 B 104 12 100 T35 0178 9.7|050 0.0 00 52 [
1210972015 [ 6.4 ¥ 0.0 72631 10164] _ 7&[50 0.0 00 38 )
1310872015 133 0.7 74 115 T368.0 0163 93|NND 0.0 0 [ 5
1410872015 162 724 X 12.2 T008.0 10088 131N 0.0 0.0 18 ]
150872015 188 743 123 143 T34 0016]  14.2|NND 0.0 0 54 30
16092015 08 6.4 ad 134 T35 10108 93|S5E 0.0 0.0 ] 51
1TIDAr2015 108 18.2 FE 126 73210 10138] _ 5.3|ERE 0.0 0 58 55
1BIDAr2015 07 8.6 35 125 2791 60| BEE 0.0 0.0 35 (H
180872015 128 194 53 130 7153 01768]  64JE 0.0 0 55 ]
200092018 128 704 [T 131 17134 10160]  9H|ESE 0.0 0.0 54 &7
211092018 138 152 28 [EE 35310 1u12.§| I 7.0 [ 18 Eil
2H0A018 1210 13.2 105 12.8 a1 10138]  158]ESE 76 0.0 03 X
2U0AR01E 132 1.0 128 [EX] 7510 1006.0]  14.8]5E 0.0 10 05 0
4092018 138 16.2 123 136 BB 0067]  158]5E 0.0 0.0 17 [
2E0UP01E 127 7.0 98 136 185410 10163]  8A|S4E 0.0 0 73 il
2R0U2015 122 7.3 74 Tad 1369.4 62 32NE 0.0 00 0 70
IT0AR016 14 721 5.4 133 74060 0126]  53|NE 0.0 0.0 ] H]
ZE0UP015 164 17.8 178 4.0 954 10058 11.8]NND 78 15 73 70
2HOAD016 118 7.8 54 131 74660 01| 80js0 0.0 00 K] [H
IN0UR015 103 16.7 Jﬂ 2.6 5440 053]  48NE 0.0 00 kX GH
L 7.4 [ Te.0 mq E |

Total 06630 | 480 B1.0 568
[~ Hormal de Mes o] | ﬁe.i‘l
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Boletin Agrometereologico Mensual
CLIMATOLOGIA Y FENOLOGIA AGRICOLA

Octubre de 2015

UBICACION: LAT 34 58 5 - LONG 57 50 Wde G- ASNM. 45m

Temperatura del aire Temp. Prasion Viento (h=3.6
Suelo Radiacion |Barométrica m) Precipitaciones |E.T.P. Humedad
Wax. |
Fecha Media Max. Min. h={-0,05 m} Solar Velocidad Cantidad |Intensi
*C “c °C *C Wat./m2 Hpa. Km/H. Dom. mm. | mm/h mim| %
01H2015 14.1 18.7 8.6 133 1699.0 1011.0 122|NE 9.6 2.5 31 68
02H02015 10.3 13.5 4.7 13.0 795.0] 1012.7 152|550 16.0 2.0 1.5 86
032015 7.7 14.1 0.9 11.1 2230.0] 1020.8] 8.2|550 0.0 0.0 3.1 68
0402015 10.4 15.8 4.7 11.8 2070.0| 1020.2] 8.3|E 0.0 0.0 3.1 75
05Mo/2015 138 17.0 11.1 12.8 1260.0 1014.8]  11.7|NE 0.0 0.0 28 68
06MOI2015 14.5 17.4 131 138 777.0] 1009.5] 9.2|S5E 59 4.6 1.3 88
07THO2015 14.4 15.4 10.4 14.4 2235.0| 1010.1 124|SE 0.0 0.0 37 77
08HMO/2015 14.0 20.9 8.0 146 2661.0] 101 3_§I 10.6]SE 0.5 0.0 4.8 63
09MO/2015 104 15.3 6.9 135 1524.0 1023.4]  11.3[SE 0.0 0.0 26 71
10M0/2015 10.7 15.1 6.8 13.0 1860.0 1027.8 11.6[SE 0.0 0.0 3.2 72
11102015 11.7 17.0 T4 13.2 1688.0 1024.6 8.5|55E 0.0 0.0 2.8 76
1202015 1.5 17.7 7.5 134 2048.0| 1017.3 5.8|NE 0.0 0.0 2.7 77
13102015 138 20.3 5.9 135 2406.0] 1012.7 8.1[NE 0.0 0.0 4.1 69
14H0/2015 16.3 20.2 12 8| 14.7 1862.0 1002.6 13.4|NE 86 58 35 74
15M0/2015 13.8 17.4 92| 146 1579.0 1003.0 123|050 0.0 0.0 28 78
16102015 10.1 15.6 5.5) 13.2 2618.0| 1018.8 8.6|580 0.0 0.0 39 65
1THO2015 10.3 16.8 2. 127 2084.0| 1026.5 7.8|]S 0.0 0.0 4.6 57
18H0/2015 126 18.4 5.9 13.0 2861.0] 1021.0 9.0[NNE 0.0 0.0 46 58
18H0/2015 15.7 19.9 13.0 143 1387.0 1008.0 8.3|N 116 1.5| 2.7 68
20M0/2015 153 19.9 12.0 15.2 1892.0 1003.3 7.0/0S0 30 0.8 29 84
2112015 16.9 23.2 9.9 15.7 2737.0| 10072 4.9|ENE 0.0 0.0 4.0 74
22H02015 17.2 25.1 11.2 16.7 2441.0| 1011.2 7.8|SSE 0.0 0.0 4.1 72
23H0/2015 10.8 15.4 5.2 15.1 2847.0) 1021.6 8.9]5 0.0 0.0 4.3 58
24H0/2015 104 14.9 4.2 136 1650.0 1023.1 112|E 0.0 0.0 28 68
25M 02015 15.0 18.5 12.4 14.4 1649.0 1016.9 125|E 0.6 0.0 31 73
26102015 17.8 22.9 14.2 16.4 2224.0| 1013.2 6.9|E 0.0 0.0 34 83
2THOI2015 18.2 24.5 13.6 17.7 2778.0| 1014.8 7.7]E 0.0 0.0 4.3 83
28M0/2015 19.4 24.4 15.2] 18.6 2866.0| 1012.5 112|NE 0.0 0.0 4.7 82
29M0/2015 18.5 21.2 16.6 186 542.0| 1010.5 8.2|NE 12.0 2.8 0.9 a3
30M0/2015 153 20.0 8.2 177 2045.0] 1012.7 10.4|SE 0.0 0.0 34 61
31TH02015 12.4 18.5 6.7 158 2707.0] 1018.9 8.6|ESE 0.0 0.0 4.7 48
Madia 13.7] 18.7 8.8 145| 2042 8| 1015.0 9.7 = 72
Total | 63322.0| 67.8| 5.8 103.3]
Normal de Mes 16.3] | 64|
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