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Mecanismos de accién de Trichoderma harzianum para el biocontrol de

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

RESUMEN

La enfermedad conocida como “marchitamiento y cancro bacteriano” causada por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis es una de las enfermedades de origen
bacteriano de mayor importancia econdmica en el pais para el cultivo de tomate de
invernadero. Debido a que no existen alternativas quimicas eficientes para su control, una
de las estrategias de manejo mas estudiada ha sido el empleo de agentes
biocontroladores, especialmente el hongo antagonista Trichoderma spp.. El objetivo
general de este trabajo fue conocer los mecanismos de accion llevados a cabo por las
cepas de T. harzianum frente a la bacteria patégena en ensayos in vitro. De este modo,
se determind la existencia de un efecto de inhibicion de la bacteria a partir de metabolitos
difusibles y volatiles, mientras que en ensayos de germinacion y en invernaculo se
observd el efecto sobre el crecimiento de plantines de tomate. Cada tratamiento se
analizé6 mediante ANOVA, comparando sus medias con la prueba de Fisher para un nivel
de significancia del 5% (P<0,05) mediante el programa Infostat®. Si bien no se registraron
diferencias significativas en los ensayos de laboratorio, se demostré que el crecimiento
bacteriano se inhibid por el efecto de los metabolitos volatiles del hongo antagonista. En
cuanto a los metabolitos difusibles se observé una inhibicion estadisticamente significativa
para el quinto dia de ensayo. Por otro lado, se evidencio la promocion del crecimiento,
siendo que el porcentaje de germinacion, la longitud de la radicula y parte aérea fue
significativamente superior en el ensayo de germinacién, mientras que en plantines de
tomate se observaron diferencias significativas para las variables peso fresco de raiz y

parte aérea, y la variable peso seco de raiz.



INTRODUCCION

Importancia del cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) 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 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 de hortalizas es de 10.500.000 toneladas, de cuales el
65% corresponde a nueve especies entre ellas el tomate.

La produccion promedio anual de tomate argentino del 2011 al 2021 se ubica en torno a
1.100.000 toneladas y 17.000 hectareas productivas, aproximadamente un 60-70 % se
destina a mercado para consumo en fresco y un 30-40 % para industria (SAGyP, 2023).
El aporte del Cinturon Horticola del Gran Buenos Aires es de suma importancia debido a
que su produccién tiene como principal destino los doce millones de habitantes del area
metropolitana de Buenos Aires, la poblacién de la provincia de Buenos Aires y otros
mercados nacionales distantes. De las 2.000 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 Cinturén Horticola Platense (Argerich et al.,
2011). Los rendimientos en cultivos protegidos promedian las 100 t/ha, llegando incluso a
superar las 200 t/ha. 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).

Las altas temperaturas y alta humedad relativa en un periodo de tiempo prolongado,
caracteristicas de los invernaculos, favorecen tanto la proliferaciéon y dispersiéon de
agentes causantes de enfermedades y plagas (Vera Bahima, 2020). Como consecuencia,
estas condiciones conllevan a una mayor aplicacion de plaguicidas para el manejo de las
mismas, en muchas situaciones sin un debido diagndstico ni monitoreo, utilizando
productos de amplio espectro. Estos casos representan un riesgo para la salud de los
trabajadores y la poblacion, provocando la contaminacion del ambiente, fendmenos de
plagas resistentes a productos quimicos y la reduccién de la abundancia y diversidad de
enemigos naturales. El tomate es susceptible a mas de 200 enfermedades de diversa
etiologia (Agrios, 2005; Vera Bahima, 2020), entre ellas las de mayor importancia

economica causantes de marchitamiento son: Fusariosis (Fusarium oxysporum f. sp.



lycopersici), Tizon tardio (Phytophthora capsici y P. nicotianae), Marchitamiento y cancro
bacteriano del tomate (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), Necrosis de
médula (Pseudomonas corrugata) y el Marchitamiento bacteriano (Ralstonia

Solanacearum).

Marchitamiento y Cancro bacteriano

La enfermedad conocida como “marchitamiento y cancro bacteriano del tomate” causada
por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Davis et al., 1984) es la enfermedad
de origen bacteriano de mayor importancia econdmica en el pais tanto por las pérdidas de
plantas, frutos de menor tamafio o en menor cantidad como también por las dificultades
en poder realizar un control efectivo (Borboa et al., 2009; Flores, 2012). Argerich et al.
(2011) indican que es la enfermedad vascular mas 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 (Gartemann et al., 2003; Sandoval,
2004).

El género Clavibacter pertenece al Phyllum Actinobacteria, Orden Actinomycetales,
Familia Microbacteriaceae. Dicha bacteria es un bacilo Gram positivo, no movil, aerdbico,
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 CaCOs3 (YDC, Yeast Dextrose Carbonate) (Schaad et
al., 2001), donde en 48 — 72 h forma colonias de 2-3 mm de diametro, convexas, lisas, de
color amarillo claro a naranja y mucoide.

Segun Flores (2012), el “marchitamiento y cancro bacteriano” es una enfermedad
sistémica y policiclica que puede localizarse en la semilla, el tallo, las hojas y el fruto. La
diseminacion se efectua por semillas infectadas, agua y labores de tutorado, poda y
desbrote. Asimismo, puede permanecer en el suelo en rastrojos de cultivo, malezas y
estructuras como plasticos, cintas de riego, tutores, postes y herramientas. Las
condiciones predisponentes son temperaturas moderadas de 18-25°C, alta humedad
relativa y excesos de fertilizacion nitrogenada.

Cuando la bacteria ingresa por las aberturas naturales (estomas, hidatodos) o heridas
superficiales como tricomas rotos aparecen primero los sintomas de infeccién localizada.
En este caso el sintoma que se observa es la necrosis en foliolos color marrén claro y en

algunos casos las manchas pueden estar acompanadas de halo clorético. En los frutos



pueden presentarse lesiones pequenas de color bronceado con halos blancos, llamadas
manchas en “ojo de pajaro”, mientras que si la bacteria proviene de la semilla o bien
ingresa en el momento del desbrote, donde toma contacto inmediatamente con el sistema
de conduccién (xilema) se produce la infeccion sistémica, dénde el sintoma principal es el
marchitamiento. Los foliolos pueden marchitarse unilateralmente, lo que termina en la
muerte de la hoja. La médula y el tejido vascular pueden tener aspecto harinoso, si se
realiza un corte transversal del tallo puede observarse la salida de un exudado
amarillento. En tallos y peciolos pueden formarse cancros (EPPO, 2023; Gleason y col.,
1993; Tancos, 2013).

Manejo integrado del Marchitamiento y Cancro bacteriano

A nivel mundial no existen alternativas quimicas eficientes para el control de las
enfermedades bacterianas en el tomate (Balestra et al., 2009). El uso de compuestos
cupricos, como oxicloruro de cobre, 6xido de cobre o hidroxido de cobre, y antibiticos
han mostrado efecto sobre el patdgeno (Milijacevic et al., 2009; Sandoval, 2004) a costa
de los efectos toxicos y su potencial acumulacién en los suelos y organismos vivos.
Actualmente no existen formulaciones comerciales inscriptas por las empresas asociadas
a la Camara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE) con los principios activos
recomendados para el marchitamiento del tomate “estreptomicina + oxitetraciclina” y
‘gentamicina + oxitetraciclina”. Sin embargo, en el mercado soélo se encuentra una
formulacion comercial de kasugamicina, salvando las precauciones por sus efectos sobre
la salud humana al ser un irritante ocular y dermal (CASAFE, 2015). Asimismo, tampoco
existen materiales con resistencia genética haciendo de esta enfermedad una de las mas
dificiles de controlar en el cultivo de tomate (Burokiene, 2006).

Adicionalmente, 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 (Borboa
et al., 2010; Pouvova et al., 2008; Zanodn, 2009).

Generalmente, las enfermedades en las plantas se controlan con altas dosis y
frecuencias de aplicacién de agroquimicos sintéticos, eliminando una gran cantidad de
microorganismos y reduciendo la biodiversidad (Monaco, 2014). No obstante, al ser una
enfermedad vascular, el control quimico es practicamente imposible. Esto se agrava ya
que cuando los sintomas se manifiestan ya es tarde y todas las plantas aparecen

infectadas. Estos problemas han llevado a la busqueda de alternativas de control que se



inserten en el desarrollo de agroecosistemas sostenibles, basados en un manejo
integrado del cultivo sin alterar el equilibrio del sistema.

En este marco, el manejo integrado de enfermedades adquiere gran relevancia, ya que
este contempla la seleccidén y uso de técnicas orientadas a reducir las enfermedades a un
nivel tolerable, teniendo por objeto disminuir la incidencia de las enfermedades en los
agroecosistemas, minimizando o eliminando asi los dafios en el ambiente. Por citar
algunas técnicas, se puede nombrar el control biolégico, el manejo cultural, el uso de
cultivos de cobertura, la solarizacion y el uso de agroquimicos de banda verde.

Como el cancro bacteriano es una enfermedad de muy dificil manejo es necesario partir
de practicas preventivas tales como: no utilizar campos infectados para plantaciones de
tomate, utilizar semilla de calidad garantizada y desinfectada, no efectuar labores de
desbrote y deshoje en condiciones de alta humedad. En caso de no estar seguros de la
calidad sanitaria de la semilla, se puede recurrir a su desinfeccién con hipoclorito de sodio
al 1% por 20 a 25 minutos, o tratamientos con agua caliente a 56 ‘C por treinta minutos
(Sandoval, 2004).

Una vez establecido el cultivo, se recomienda evitar la dispersion del indculo secundario
a través de la desinfeccion de herramientas, donde distintos autores han obtenido buenos
resultados utilizando hipoclorito de sodio al 10% (Flores, 2012), hipoclorito de sodio o
calcio (Kawaguchi & Tanina, 2014) y cloruro de benzalconio al 1% (Rolleri, 2015).
Durante el ciclo de cultivo, Argerich (2011) ademas recomienda evitar excesos en la
fertilizacion nitrogenada, asi como también favorecer la ventilacion en el invernadero para
disminuir la humedad y la temperatura del ambiente, durante las labores culturales usar
guantes desinfectados, lavarse las manos continuamente, pincelar las heridas con
esmalte sintético para evitar el ingreso de otros patdégenos y empezar a trabajar por los
lotes menos afectados para terminar por los mas comprometidos (Sandoval, 2004). Al
siguiente ciclo, es recomendable emplear rotaciones con otras especies de otra familia
botanica distinta de Solanaceas y transplantar plantines una vez rustificados ya que son
mas resistentes.

En sintonia con lo antedicho, una de las estrategias de manejo mas estudiada ha sido el
empleo de agentes biocontroladores, especialmente el hongo antagonista Trichoderma
spp. (Infante et al., 2009). Trichoderma es un género de hongos facil de aislar, de cultivar
y de propagar en diversos substratos y la mayoria de las especies tienen un buen
comportamiento y una serie de mecanismos de accion para controlar un buen numero de

fitopatdégenos (Papavizas, 1985).



Trichoderma spp. como agente de biocontrol

El género Trichoderma pertenece al Reino Fungi, Phyllum Ascomycota, Subphylum
Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes (antes Pyrenomycetes), Orden Hypocreales,
Familia Hipocreaceas. Se caracterizan por ser hongos saprofitos con gran plasticidad
ecoldgica, los cuales son muy comunes en diversos suelos, principalmente en aquellos
que son acidos y ricos en materia organica. Los aislamientos demuestran un crecimiento
inicial rapido, durante el cual producen un micelio aéreo abundante color blanco grisaceo,
que luego cambia al verde oscuro al desarrollar conidios. Los conidi6foros son
ramificados, generalmente apareados, con fidlides terminales de donde surgen esporas
asexuales o conidios. Sus estructuras de resistencia ante el estrés nutricional y factores
adversos como la desecacion son clamidosporas.

La especie Trichoderma harzianum ha sido hasta el momento el hongo antagonista mas
utilizado en el control de enfermedades de las plantas (Martinez et al., 2013), ya que
posee una alta capacidad para reducir las infecciones causadas por un amplio rango de
patogenos tales como: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Fusarium roseum, Botrytis
cinerea, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii., Sclerotinia spp., Pythium spp. Phytophthora
spp., Alternaria spp., entre otros (EI-Fiki & Ahmed, 2017; Harman et al., 2004; Hjelijord &
Tronsmo, 1998). Esto se debe en parte a que los mecanismos de accion utilizados por
Trichoderma son complejos, variados y se complementan en forma sinérgica (Benitez et
al., 2004; Howell, 2003).

Los mecanismos de accion de los antagonistas microbianos pueden ser directos, es
decir, que actuan directamente sobre el patdgeno, entre ellos se encuentra la
competencia, el parasitismo y la antibiosis (Ménaco, 2014). Los otros mecanismos son de
accion indirecta, actuan alterando la fisiologia de la planta y no sobre el patégeno, tales
como la promocion del crecimiento y la estimulacion de la resistencia inducida.

La competencia se refiere al comportamiento diferencial entre dos 0 mas organismos
ante un mismo nicho ecoldgico, habiendo una reduccién de la cantidad de espacio o
cantidad de recursos disponibles para los demas (Benitez et al., 2004). Trichoderma
puede competir por nitrégeno, carbohidratos no estructurales (azucares y polisacaridos
como almidédn, celulosa, quitina, laminarina y pectinas) y microelementos (Infante et al.,
2009).



En segundo lugar, se ha estudiado también el parasitismo por parte de Trichoderma. El
mismo consiste en una secuencia de pasos que abarca una etapa de localizacién del
hospedante y crecimiento quimiotropico hacia el mismo; adhesion y posterior
enrollamiento de las hifas y penetracién, en la que se diferencian estructuras
especializadas tales como apresorios (Ezziyyani et al., 2004; Harman et al., 2004,
Modnaco, 2014). En esta ultima ocurre la produccion de enzimas extracelulares,
fundamentalmente celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y quitinasas, que degradan
las paredes celulares del hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas.

Otro mecanismo denominado antibiosis involucra la accion directa de compuestos de
bajo peso molecular, los cuales son metabolitos producidos por Trichoderma que ejercen
un efecto téxico sobre otros microorganismos sensibles. Algunos ejemplos son
trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y trichorzianina. Se
sabe que en el llamado “hiperparasitismo enzimatico" los antibiéticos volatiles generan un
efecto fungistatico sobre patdogenos fungicos, que los hacen mas sensibles a los
antibidticos. Por otro lado, la produccion de metabolitos tiene cierta especificidad, siendo
el efecto antibidtico variable entre cepas y el grado de sensibilidad de los otros
microorganismos (Samuels, 2006).

Entre los mecanismos de accion indirecta, se encuentra aquel que involucra la
promocioén del crecimiento de las plantas. Trichoderma posee la capacidad de reconocer y
penetrar las primeras capas de células de las raices de las plantas, asi como también
puede producir metabolitos semejantes a las citoquininas, mejorando de este modo el
crecimiento y desarrollo de las raices, la productividad de los cultivos, la resistencia al
estrés abidtico, la absorcidn y el uso de nutrientes (Benitez et al., 2004). Estos fendmenos
son producto de la biofertilizacién, la promocion del desarrollo radical y la produccion de
acidos organicos como el acido glucénico, citrico y fumarico, que favorecen la
solubilizacion de fosfatos, micronutrientes y cationes como el hierro, manganeso y
magnesio.

Finalmente, otro modo de accién indirecto se basa en la estimulacion de mecanismos de
defensa, mediante el cual se opera modificando la fisiologia de la planta, aumentando asi
su capacidad de resistencia al ataque del patdégeno, lo cual se denomina proteccion
sistémica o resistencia inducida. Dicha resistencia es producto del incremento de
metabolitos y enzimas como la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la chalcona sintasa
(CHS), asociadas a la biosintesis de peroxidasas, fitoalexinas, quitinasas y glucanasas
(Benitez et al., 2004; Infante et al., 2009).



En este contexto, dada su versatilidad al momento de actuar frente a los patdégenos,
Trichoderma sp. ofrece amplio rango de accion que no ha sido superado facilmente por
otros agentes de control biolégico (Bogumil et al., 2013; Harman et al., 2004; Samuels,
2006). Por estos motivos varias especies de Trichoderma han sido exitosamente usadas
tanto para aplicaciones en invernaculo como en plantaciones en campo (Hjeljord &
Tronsmo, 1998).

Por lo expuesto, los objetivos del presente proyecto son:

Objetivos generales

Conocer los mecanismos de accion llevados a cabo por las cepas de Trichoderma
harzianum frente a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en ensayos in vitro y

determinar su efecto en el crecimiento en plantines de tomate.

Objetivos especificos

@® Evaluar el efecto de los metabolitos volatiles sobre el crecimiento Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis in vitro.

@® Evaluar el efecto de los metabolitos difusibles volatiles sobre el crecimiento

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

@® Evaluar el efecto in vitro de T. harzianum sobre la germinacién de semillas de

tomate.

@® Evaluar la respuesta de crecimiento de plantines de tomate, peso fresco y peso

seco frente a la aplicaciéon de T. harzianum sobre plantines de tomate.

Hipotesis
El éxito del control biologico de las cepas de T. harzianum se debe a la combinacion de
diferentes mecanismos de accién como la promocion del crecimiento sobre el hospedante

y la produccién de metabolitos que afectan el crecimiento de la bacteria patégena.



MATERIALES Y METODOS

Ensayos en laboratorio

Obtencion de cepas de Trichoderma harzianum y Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis

Tanto los aislamientos de Trichoderma harzianum (Th118 y Th5CC) como el del
patogeno, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), fueron aislados,
seleccionados y conservados hasta la actualidad en un cepario en el Centro de
Investigaciones en Fitopatologia (CIDEFI) de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de La Plata (Argentina).

La cepa Th118 fue originalmente aislada del filoplano de hojas de tomate y probada
previamente en otros ensayos de invernaculo para el biocontrol de Botrytis cinerea,
mientras que Th5CC fue aislada del filoplano de trigo y probada como antagonista de
Zymoseptoria ftritici (Rolleri et al., 2021). Ambas cepas se encontraban conservadas en
papel de filtro segun la técnica descrita por Stocco et al. (2010). Para obtener las colonias
madres, se sembraron en cajas de Petri con APG 2% (Agar Papa Glucosado) una
fraccion de papel colonizado con las cepas de Trichoderma y posteriormente se incubaron
a 25 °Ct 2 durante 7 dias.

Efecto de los metabolitos volatiles sobre el crecimiento bacteriano

El porcentaje de inhibicién del crecimiento de la colonia bacteriana por efecto de
metabolitos volatiles se determind a partir de una adaptacién del método descrito por
Vipin et al. (2014) y Ommati & Zaker (2012).

Las cepas de T. harzianum se sembraron en el centro de una caja de Petri con medio
Agar Nutritivo colocando un disco de micelio de 5 mm tomado de un cultivo de 3 dias de
edad mantenido en APG. Luego se incubaron a 25 + 2°C durante 2 dias. La parte superior
de cada caja de Petri se reemplazé con la parte inferior de una caja inoculada con Cmm.
Ambos fondos se sellaron con Parafiim® y posteriormente se incubaron a 25 + 2°C
durante 7 dias. Para el testigo, se procedié de la misma manera utilizando cajas sin el

antagonista. Se realizaron 5 repeticiones para cada tratamiento.
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Las mediciones fueron hechas durante 4 dias, determinando el area de crecimiento del
patégeno en centimetros cuadrados, multiplicando el largo de la linea de siembra (4 cm)
por el ancho promedio, el cual estimado en funcién de tres mediciones como se sefala en
la Figura 1. A la izquierda de la misma se visualiza una caja de Petri (A) con desarrollo del
antagonista en la cara inferior mientras que en la cara superior se muestra la linea donde
se sembro el patdgeno Cmm. A la derecha (B), se detallan las tres lineas de medicién a
partir de las cuales se estimo el ancho promedio; A1, A2, y A3; y el largo de la linea de

siembra (L = 4 cm).

Figura 1: Caja de Petri con siembra de Cmm y Trichoderma (A) junto a un detalle de los

puntos de medicién (B).

Se estimo6 el area del patégeno durante los 4 dias después de la incubacion, y se
determiné la inhibicion del crecimiento de la colonia bacteriana. El porcentaje de inhibicion
del crecimiento se calculé usando la siguiente ecuacioén (Vipin et al., 2014):

I (%) = (C-T/C) x 100

Donde I: es el porcentaje de inhibicion; T: es el diametro de la colonia en presencia de T.

harzianumy C: es el diametro de la colonia sin la presencia de T. harzianum.

Efecto de los metabolitos difusibles sobre el crecimiento bacteriano

El efecto inhibidor de metabolitos no volatiles de las cepas de T. harzianum sobre el
crecimiento de colonias de Cmm se realizd sobre el medio Agar Nutritivo en cajas de Petri
donde se coloco 1 capa de papel celofan estéril, de 9 cm de diametro (Ommati & Zaker,
2012). Sobre el mismo se sembré un disco de 7 mm de diametro de una colonia de T.
harzianum de 7 dias de edad.

Después de 48 h se retiraron los papeles de celofan y se sembré la bacteria patdgena

sobre el medio de cultivo en una linea de 4 cm. Al primer, segundo y quinto dia
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posteriores a la siembra de Cmm se evalud el crecimiento de la colonia bacteriana en los
diferentes tratamientos en forma de area. Para ello se consider6 el largo de 4 cm de la
linea de siembra y el ancho promedio. Este ultimo valor fue calculado a partir de una
medicién efectuada en el centro de la linea y dos mediciones a sus extremos. Para el
testigo se procedié de la misma manera sin sembrar el antagonista. Se realizaron 4

repeticiones para cada tratamiento.

Ensayo de germinacion de semillas de tomate

El ensayo de germinacién se realizé colocando las semillas de tomate en cajas de Petri
con papel de filtro humedecido. Se colocaron 15 semillas en cada una de ellas, se
humedecieron con 5 ml de suspension de esporas de cada cepa del antagonista y para el
testigo se agregaron 5 ml de agua destilada estéril. Se realizaron 5 repeticiones para cada
uno de los tratamientos. Las cajas de Petri se colocaron en camara de germinacion bajo
condiciones de ciclos alternados de 12 h de luz y oscuridad y temperatura 25°C
adecuadas para la germinacion de las semillas de tomate (Ezziyyani et al., 2004).

Se evalud la germinacién a las 72 h de iniciado el ensayo, considerando la emergencia
de la radicula como parametro de germinacion. Ademas, a los 7 dias se midio la longitud
de la raiz y la longitud de la parte aérea de la semilla germinada para cada tratamiento.

Ensayo en invernaculo

El ensayo se realiz6 en plantas de tomate en el invernaculo del CIDEFI, correspondiente
a la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales. El disefio experimental fue
completamente aleatorizado con 5 repeticiones por tratamiento. Las dos cepas del
antagonista se aplicaron por unica vez en forma de riego al momento de la siembra,
colocando en cada celda una semilla con 10 ml de suspension de esporas (Rolleri et al.,
2021). Los parametros de crecimiento que se evaluaron a los 80 dias de la siembra fueron

peso total (g), peso de raiz (g) y peso de parte aérea (g), en fresco y en seco.

La suspension de esporas se preparé con ambas cepas del antagonista, habiendo sido
desarrolladas en medio APG, durante 8 dias de crecimiento. Para ello, se agregé agua
estéril sobre la caja de Petri colonizada y se rasp6 con un ansa estéril. Luego se ajustd a
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1x10” esporas/ml con camara de Neubauer. A los tratamientos testigos se les aplicé 10 ml

de agua destilada estéril.

Anidlisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos en laboratorio (crecimiento bacteriano bajo el
efecto de los metabolitos volatiles, longitud de la radicula y plumula) y en invernaculo
(parametros de crecimientos de las plantas de tomate) de cada uno de los tratamientos se
analizaron mediante ANOVA, comparando sus medias con la prueba de Fisher para un
nivel de significancia del 5% (P<0,05). En el caso de los datos que no cumplan con los
supuestos de normalidad, homocedasticidad y aleatoriedad, se aplico la estadistica no
paramétrica mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados del ensayo in vitro de
efectos de compuestos difusibles se analizd con la Prueba t para muestras
independientes con un nivel de significancia del 5% (P<0,05). Para el analisis de todas las

variables se utilizo el programa estadistico Infostat® (Di Rienzo et al., 2015).
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RESULTADOS

Ensayos en el laboratorio

Efecto de los metabolitos volatiles sobre el crecimiento bacteriano

Se evalué en forma indirecta el efecto de los metabolitos volatiles luego de haber

incubado durante 4 dias a la bacteria Cmm en presencia del antagonista.

Los resultados del analisis estadistico para el primer dia mostraron que el p-valor para la
variable crecimiento de Cmm resulté ser mayor a 0,05, por lo tanto no hubo diferencia

entre los tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis de la Varianza de crecimiento de Cmm al primer dia.

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo 0,03 2 0,02 0,25 0,7795
Tratamientos | 0,03 2 0,02 0,25 0,7795
Error 0,77 12 0,06

Total 0,80 14

Como se observa en la Figura 2, los tratamientos no se diferenciaron entre si
presentando valores estadisticamente similares. Los valores medios de area de Cmm

fueron de 0,88 cm? para el testigo, 0,96 cm? para el tratamiento con la cepa Th5CC y 0,99

1.117

0.831

0.56

0.28-

0.00 1
Testigo 5CC

T8

cm?para Th118.

Crecimiento de Cmm (cm2 ) - Dia1

Tratamiento

Figura 2. Crecimiento del patégeno Cmm al primer dia.
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Para el segundo dia, la variable crecimiento de Cmm demostrd tener un p-valor mayor a

0,05, por lo tanto no hubo diferencia entre los tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de la Varianza de crecimiento de Cmm al dia 2.

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 3,9E-0,3 2 1,9E-0,3 0,03 0,9747
Tratamientos | 3,9E-0,3 2 1,9E-0,3 0,03 0,9747
Error 0,91 12 0,08

Total 0,91 14

Como se observa en la Figura 3, los tratamientos no se diferenciaron entre si
presentando valores estadisticamente similares. Los valores medios del area de Cmm
fueron de 1,08 cm? para el testigo, 1,12 cm? para Th5CC y 1,11 cm? para Th118.

1.451
o~
8
o
1099
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E 0.731
(%]
[-*]
-
&
§ 036
£
Q
2
o

0.00 1

T118 5CC Testigo
Tratamiento

Figura 3. Crecimiento del patégeno Cmm al segundo dia.

Para la variable crecimiento de Cmm al tercer dia, el p-valor fue mayor a 0,05, por lo
tanto no hubo diferencia entre los tratamientos (Tabla 3). A pesar de ello, se destaca que
en el tercer dia ocurri6 un cambio en la tendencia con la cual evolucionaba

comparativamente el efecto inhibitorio del antagonista.

Tabla 3. Analisis de la Varianza de crecimiento de Cmm al dia 3.

15



F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,01 2 4.9E-0,3 0,04 0,9621
Tratamientos | 0,01 2 4 9E-0,3 0,04 0,9621
Error 1,51 12 0,13

Total 1,52 14

En la Figura 4, se muestra que los tratamientos no se diferenciaron entre si, presentando
valores estadisticamente similares. Los valores medios de area de Cmm fueron de 1,28
cm? para el testigo, 1,28 cm? para Th5CC y 1,23 cm? para Th118, se destaca que estos
valores tendieron a asemejarse. En el tercer dia se observé un cambio en la dindmica de
crecimiento de la colonia bacteriana. Si bien los valores son estadisticamente similares, a
partir de este dia, para el tratamiento Th118, hubo cierto grado de inhibicion del
crecimiento de Cmm, y en el caso del tratamiento Th5CC se empieza a ralentizar. Por otro

lado, el area de Cmm en el testigo, que se incubd en ausencia del antagonista continu6

1.457
1.091
0.731
0.361
0.00 ; 1

T118 sCcC Testigo
Tratamiento

creciendo sin restricciones.

Crecimiento de Cmm (cm2 ) - Dia 3

Figura 4. Crecimiento del patégeno Cmm al tercer dia en area (cm?).

Para la variable crecimiento de Cmm al cuarto dia, el p-valor fue mayor a 0,05 por lo

tanto no hubo diferencia entre los tratamientos (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de la Varianza de crecimiento de Cmm al dia 4.
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F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,67 2 0,33 0,75 0,4952
Tratamientos | 0,67 2 0,33 0,75 0,4952
Error 5,37 12 0,45

Total 6,04 14

En la Figura 5, se muestra que los tratamientos no se diferenciaron entre si presentando
valores estadisticamente similares. Los valores medios de area de Cmm fueron de 1,81

cm? para el testigo, 1,73 cm? para Th5CC y 1,33 cm? para Th118.

2157

1611
1.081
0.541
0.00 . .

T8 5cC Testigo
Tratamiento

Crecimiento de Cmm (cm2) - Dia 4

Figura 5. Crecimiento del patdgeno Cmm al cuarto dia.

La variacion del crecimiento, medida como area de Cmm, en los cuatro dias del ensayo
fue graficada en la Figura 6. En la misma se puede visualizar una etapa inicial de poco
crecimiento bacteriano que va desde el primer dia hasta el tercero, y una etapa posterior
entre el tercer y el cuarto dia de desarrollo notable de las colonias, especialmente para el
testigo, que se ubica en primer lugar, seguido del tratamiento con el antagonista Th5CC y
finalmente con un menor desarrollo se ubica el tratamiento en presencia de la cepa
Th118.
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Crecimiento de Cmm (cm2)

m Testigo @ 5CC 4 T118
2.00

1.75

1.50

125

1.00

0.75
Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia 4

Figura 6. Evolucion del crecimiento de Cmm en cuatro dias medido en cm?.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento se calculé usando la ecuacion de Vipin et al.
(2014), dando valores hacia el cuarto dia del 26% de inhibicion del crecimiento respecto
del testigo y del 4% para los tratamientos Th118 y Th5CC respectivamente. Dichos
porcentajes fueron estimados y graficados como se presentan en la Figura 7. En la misma
se observa que no hubo inhibiciéon del crecimiento en los primeros dos dias del ensayo.
Aun asi, el efecto inhibitorio que ejerce la presencia de Trichoderma sobre el patégeno
tiende a crecer progresivamente, tomando valores positivos a partir del tercer y cuarto dia
de incubacion.

Inhibicion del crecimiento de Cmm (%)

30.00%
20.00%

10.00%

-20.00%

Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

B 5CC = Linea de tendencia para 5CC R? = 0.995 T118 Linea de tendencia para T118 R? = 0.929

Figura 7. Evolucion del efecto inhibitorio del antagonista sobre el crecimiento de Cmm a

partir de la produccién de metabolitos volatiles.
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Efecto de los metabolitos difusibles sobre el crecimiento bacteriano

Después de 48 h de incubacién de Trichoderma se retiraron los papeles de celofan del
medio Agar Nutritivo y se sembré sobre el medio la bacteria patégena en una linea de 4
cm, posteriormente se evaluo su area de crecimiento al primer, segundo y quinto dia.

Debido a la pérdida de repeticiones por contaminacién se decidié analizar tratamientos
con Trichoderma y testigos sin antagonista. Por lo tanto, para el analisis de los resultados,
se realizd una Prueba de t, la cual partid del contraste de hipdtesis, donde la hipdtesis
nula (Ho) se basé en que las medias de los tratamientos son iguales, mientras que la
hipdtesis alternativa (H¢) determina que las medias son diferentes. El nivel de significancia
utilizado fue del 5%.

Como se observa en la Tabla 5, en lo que respecta al crecimiento de Cmm al primer dia,
el p-valor resulté ser menor de 0,05 (p-valor = 0,0198), por lo tanto se rechazoé la hipétesis
nula que dice que las medias son iguales. Se puede afirmar entonces que existen
diferencias significativas entre los tratamientos con Trichoderma, presentando los mismos

una media de crecimiento de 7,49 mm? y el testigo una media de 13,32 mm?.

Tabla 5. Prueba t para muestras independientes para la variable crecimiento a las 24 h.

Media 1 - Media 2 5,84
LI (95) 1,30
LS (95) 10,37
PHomVar 0,1308
al 6
p-valor 0,0198

Como se observa en la Tabla 6, en lo que respecta al crecimiento de Cmm al segundo
dia, el p-valor resultdé ser menor de 0,05 (p-valor = 0,0363), por lo tanto se rechazé la
hipbtesis nula. Se puede afirmar entonces que también existen diferencias significativas
entre los tratamientos con Trichoderma, presentando los mismos una media de

crecimiento de 7,87 mm?y el testigo una media de 15,86 mm?.

Tabla 6. Prueba t para la variable crecimiento a las 48 h.
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Media 1 - Media 2 7,99
LI (95) 0,96
LS (95) 15,02
PHomVar 0,0006
T 3,62
al 6
p-valor 0,0363

Finalmente, en la Tabla 7 se visualiza que para el quinto dia, el p-valor resulté ser menor
de 0,05 (p-valor = 0,0037), por lo tanto se rechazé la hipétesis nula. Se puede afirmar
entonces que existen diferencias significativas entre los tratamientos con Trichoderma,
presentando los mismos una media de crecimiento de 9,65 mm? y el testigo una media de

18,08 mm?, siendo este Ultimo valor casi el doble del primero, con un diferencial del 87%.

Tabla 7. Prueba t para la variable crecimiento al quinto dia.

Media 1 - Media 2 8,43
LI (95) 5,20
LS (95) 11,67
PHomVar 0,0265
T 8,30
gl 3
p-valor 0,0037

En la Figura 8, se puede apreciar la evolucién del crecimiento de Cmm para los
tratamientos con y sin Trichoderma. En este ultimo, se destaca la ocurrencia de un rapido
desarrollo de la colonia bacteriana en las primeras 24 horas y una etapa de crecimiento
mas lento desde el segundo dia. En contraste, en el tratamiento con el antagonista se
observd una reduccion del crecimiento del patogeno durante el primer dia, el cual se
mantuvo casi constante hasta el quinto dia. Asimismo, la inhibicién por efecto de
metabolitos difusibles manifesté un caracter creciente, siendo maxima alrededor de las 48
h (50%), y levemente descendente en los dias posteriores (hasta un 47%).
Adicionalmente, el crecimiento del primer al quinto dia de ensayo fue del 29% y del 36%

para el tratamiento con y sin Trichoderma respectivamente.
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20.00 60.00%
—a
150 g = ——— T === ®
40.00%
10.00 —A
Y — vy
20.00%
5.00
0.00 0.00%
1 2 3 4 5
Dias
A Tratamiento con Trichoderma (mm2) m Testigo (mm2) @ Inhibicion (%)

Figura 8. Evolucion del crecimiento de Cmm y su inhibicion por metabolitos difusibles.

1.  Ensayo de germinacién de semillas de tomate
Se evalud la germinacion a las 72 h iniciado el ensayo, considerando la emergencia de
la radicula como parametro de germinacion. Ademas, a los 7 dias se midié la longitud de
la radicula y de la parte aérea de la semilla germinada para cada tratamiento.
Los resultados del analisis estadistico (ANOVA) del porcentaje de germinacion a las 72
horas (Tabla 8) demuestran que existen diferencias significativas entre los tratamientos,

dado que el p-valor es menor a 0,05 (< 0,0001).

Tabla 8. Analisis de la Varianza del porcentaje de germinacion a las 72 h.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 9498,42 2 4749,21 27,16 < 0,0001
Tratamientos | 9498,42 2 4749,21 27,16 < 0,0001
Error 2097,98 12 147,83

Total 11596,40 14

En la Figura 9, se observa el porcentaje de germinacion para los tratamientos en dos
grupos homogéneos con diferencias significativas. Por un lado los tratamientos con
Trichoderma demostraron porcentajes de germinacion significativos, del 57% y 55% para
las cepas Th5CC y Th118 respectivamente. Por otro lado, el porcentaje de germinacion

para el testigo con agua estéril fue del 3% alas 72 h.
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Figura 9. Germinacion de semillas de tomate (%) a las 72 h, los valores seguidos por las

mismas letras no son significativamente diferentes segun el test LSD a P = 0,05.

Como se observa en la Figura 11, las semillas que fueron tratadas con la suspension de
Trichoderma (A) presentaron mayores porcentajes de germinacion a partir de las 72 h

respecto de aquellas tratadas con agua estéril (B).

Figura 11. Germinacion a las 72 h para el tratamiento con el hongo (A) y el testigo (B).

Los resultados del ANOVA a los 7 dias de evaluacién (Tabla 9) demuestran que existen
diferencias significativas entre los tratamientos, dado que el p-valor es menor a 0,05 (<
0,0003).

Tabla 9. Analisis de la Varianza de germinacién ANOVA a los 7 dias de evaluacion.
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F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 8787,68 2 4393,84 16,95 < 0,0003
Tratamientos | 8787,68 2 4393,84 16,95 < 0,0003
Error 3110,94 12 259,25

Total 11898,63 14

La Figura 10 representa el porcentaje de germinacién a los 7 dias. En ella se visualiza a
los tratamientos categorizados en dos clases con diferencias significativas. Aquellos con
un mayor valor fueron los tratamientos con Trichoderma, los cuales demostraron
porcentajes de germinacion significativos, del 79% y 77% correspondientes a las cepas
Th5CC y Th118 respectivamente. Por otro lado, el porcentaje de germinacion para el

testigo con agua estéril fue del 27%.

88,83

B B
66,621
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A
22,211
0,00

Testigo T118 s5cC
Tratamientos

Germinados a 7 dias (%)

Figura 10. Germinacién de semillas de tomate (%) a los 7 dias. Los valores seguidos por
las mismas letras no son significativamente diferentes segun el test LSD a P = 0,05.

Para la evaluacion de la longitud de raiz a los 7 dias de germinacion, los datos fueron
transformados con el logqo. Los resultados demuestran que el p-valor es menor a 0,05 (<

0,0001) por lo tanto hay diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis de la Varianza de longitud de raiz ANOVA.
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F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 9,73 2 4,87 109,95 < 0,0001
Tratamientos | 9,73 2 4,87 109,95 < 0,0001
Error 0,53 12 0,04

Total 10,26 14

En la Figura 12, se muestra que los tratamientos con Trichoderma se diferenciaron
significativamente del testigo para la variable longitud de radicula. Los valores medios de
la misma fueron de 4,37 mm para el testigo, 75,54 mm para Th5CC y 69,46 mm para
Th118.

79,18
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59,38
39,59
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0,00

Testigo T118 5cC
Tratamientos

long de radicula (mm)
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1

Figura 12. Longitud de la radicula (mm). Los valores seguidos por las mismas letras no

son significativamente diferentes segun el test LSD a P = 0,05.

Para la evaluacion de la longitud de parte aérea a los 7 dias de germinacién, no se
cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad, por lo tanto se realizé un
analisis no paramétrico de las medianas. Para este analisis se recurrido a la prueba de
Kruskal Wallis, donde el p-valor resultd ser < 0,0001, por lo tanto hubo diferencias

significativas entre tratamientos (Tabla 11).

Tabla 11. Prueba de Kruskal Wallis para longitud de parte aérea.
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Tratamiento | N Medias | D.E. Medianas | gl C H p

5CC 75 19,47 14,59 26,00 2 0,86 78,81 | <0,0001
T118 75 |[22,/43 14,16 26,00 < 0,0001
Testigo 75 10,00 0,00 0,00

En la Figura 13, se muestra que los tratamientos con Trichoderma tuvieron un
comportamiento superior en comparacion con el testigo para la variable longitud de parte
aérea, debido fundamentalmente a que en este ultimo no se observé emergencia de la
plumula durante los 7 dias de ensayo. En contraste, los valores medios de la longitud de
parte aérea para los tratamientos con el hongo fueron de 28,80 mm para Th5CC y 29,73

mm para Th118.
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Figura 13. Longitud de la parte aérea (mm).

En la Figura 14, se puede visualizar el detalle de semillas germinadas tratadas con la
cepa Th5CC comparadas con el testigo, a los 7 dias de ensayo, los cuales fueron
similares en comportamiento a la cepa Th118. Ademas, se registraron valores
significativamente mayores en el porcentaje de germinacion, longitud de radicula y parte

aérea. Asimismo, se observa que para el testigo no se evidencia germinacion.
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Figura 14. Detalle de la germinacion para el tratamiento Th5CC vy el testigo.

Como se puede apreciar en la Figura 15, los tratamientos con Trichoderma demostraron
valores de porcentaje de germinacion significativamente mayores al testigo. Los valores
variaron del 57 al 79% y del 55 al 77% para las cepas Th5CC y Th118 respectivamente.
En el caso del testigo, el porcentaje de germinacion fue del 3 al 27%, al ser evaluados a
los 3y 7 dias.

Germinacion de semillas de tomate (%)

B Testigo [ 5CC T118
100.00

75.00

50.00

25.00

0.00

3 dias 7 dias

Figura 15. Porcentaje de germinacion a los 3 y 7 dias para tres tratamientos.

Ensayo en invernaculo
Una vez aplicado el inéculo fungico al momento de sembrar, en el ensayo que se realizé
en plantas de tomate, los parametros de crecimiento evaluados en plantines de 80 dias

fueron peso total (g), peso de raiz (g) y peso de parte aérea (g) en fresco y en seco.
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Peso fresco
Para la parte aérea en fresco, los resultados del ANOVA en plantines de tomate (Tabla
12) demuestran que existen diferencias significativas entre los tratamientos, dado que el
p-valor es menor a 0,05 (< 0,0383).
Tabla 12. Analisis de la Varianza de parte aérea en fresco.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 4,05 2 2,02 3,53 0,0383
Tratamientos | 4,05 2 2,02 3,53 0,0383
Error 24,10 42 0,57

Total 28,15 44

En la Figura 16, se observa el peso fresco de parte aérea para los tratamientos en dos
grupos homogéneos con diferencias significativas. Los valores seguidos por las mismas
letras no son significativamente diferentes segun el test LSD a P = 0,05. Por un lado los
plantines en los tratamientos con Trichoderma demostraron un mayor peso fresco, con
valores medios de 3,05 g y 2,99 g para las cepas Th5CC y Th118 respectivamente. Por

otro lado, el valor para el testigo regado con agua estéril fue de 2,26 g.
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Tratamientos

Parte aérea (g)fresco

Figura 16. Peso de parte aérea (g) en fresco. Los valores seguidos por las mismas letras

no son significativamente diferentes segun el test LSD a P = 0,05.

Raiz peso fresco (g)
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En la determinacion de peso de raiz en fresco como no se cumplieron los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, se realizé un analisis no paramétrico. Se uso la prueba
de Kruskal Wallis, donde el p-valor resulté ser < 0,0001, por lo tanto hubo diferencias

significativas entre tratamientos (Tabla 13).

Tabla 13. Prueba de Kruskal Wallis para peso de raiz en fresco.

Tratamiento N Medias D.E. Medianas |[C H p
Th118 15 0,51 0,16 0,47 1,00 |25,77 |<0,0001
Th5CC 15 0,86 0,32 0,99

Testigo 15 0,30 0,12 0,34

En la Figura 17, se observa el peso fresco de raiz para los tratamientos en tres grupos
homogéneos con diferencias significativas. Los valores seguidos por las mismas letras no
son significativamente diferentes (P = 0,05). En primer lugar, los plantines en los
tratamientos con Trichoderma demostraron un mayor peso fresco de raiz, con valores
medios de 0,79 g para la cepa Th5CC y, en segundo lugar, resulté en 0,49 g para el
tratamiento Th118. En tercer lugar, el valor medio para el testigo regado con agua estéril
fue de 0,26 g. El mayor desarrollo de raices se puede observar en la Figura 18.
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Figura 17. Peso de raiz (g) en fresco. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05).
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Testigo e

Figura 18. Detalle del crecimiento radical diferencial en los tres tratamientos.

Peso seco
En la evaluacion de peso seco de raiz en plantines de tomate, los resultados del ANOVA
(Tabla 13) indican que existen diferencias significativas entre los tratamientos, dado que el

p-valor es menor a 0,05 (< 0,0407).

Tabla 14. Analisis de la Varianza de peso seco de raiz.

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 1,8E-03 2 8,9E-04 3,46 0,0407
Tratamientos | 1,8E-03 2 8,9E-04 3,46 0,0407
Error 0,01 42 2,6E-04

Total 0,01 44

Como se observa en la Figura 19, para la variable peso seco de la raiz, se obtuvo que el
tratamiento Th118 se diferencié estadisticamente respecto del testigo. Los valores
seguidos por las mismas letras no son significativamente diferentes segun el test LSD a P
= 0,05. Por lo tanto, se evidencid que el tratamiento con la cepa Th5CC es
estadisticamente similar al testigo y al tratamiento Th118. Asimismo, los plantines en los
tratamientos con Trichoderma demostraron un mayor peso seco de raiz, con valores
medios de 0,051 g y 0,042 g para las cepas Th118 y Th5CC respectivamente. En

contraste, el valor para el testigo regado con agua estéril fue de 0,032 g.
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Figura 19. Peso seco de raiz (g). Los valores seguidos por las mismas letras no son

significativamente diferentes segun el test LSD a P = 0,05.

En la Figura 20, se observa el desarrollo aéreo y radical de los plantines de tomate una
vez secados hasta peso constante en estufa, a partir de los cuales se hizo la

determinacién de peso seco.

Figura 20. Detalle de plantines secados hasta peso constante.

Finalmente, en la evaluacion de peso seco de la parte aérea, los resultados del ANOVA
en plantines de tomate (Tabla 14) sefialan que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos, dado que el p-valor es mayor a 0,05 (< 0,1302). De todos modos, los
plantines en los tratamientos con Trichoderma demostraron un mayor peso seco de la

parte aérea, con valores medios de 0,25 g y 0,24 g para las cepas Th118 y Th5CC
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respectivamente. En contraste, el valor medio para el testigo regado con agua estéril fue

de 0,18 g.

Tabla 15. Analisis de la Varianza de peso seco aéreo ANOVA.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,02 2 0,01 2,14 0,1302
Tratamientos | 0,02 2 0,01 2,14 0,1302
Error 0,21 42 4,9E-03

Total 0,23 44
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DISCUSION

El marchitamiento y cancro bacteriano del tomate provocada por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis es una enfermedad de muy dificil control que
ocasiona grandes pérdidas de rendimiento, donde los tratamientos quimicos no resultan
efectivos e incluso implican el riesgo de externalidades tales como los efectos de toxicidad
sobre el ambiente, aplicadores y consumidores (Borboa et al., 2010; Pouvova et al., 2008;
Zanon, 2009). Entre las estrategias de manejo disponibles se insertan aquellas tendientes
a la utilizacién de antagonistas microbianos como controladores biolégicos (Guerrero et
al., 2017; Ménaco, 2014; Rolleri et al., 2021). En este contexto, la incorporacion de dichos
agentes podria significar un cambio de paradigma productivo capaz de producir en
cantidad y ofrecer alimentos sanos, inocuos y de alta calidad a mercados cada vez mas
exigentes.

La especie Trichoderma harzianum ha sido hasta el momento el hongo antagonista mas
utilizado en el control de enfermedades de las plantas (Martinez et al., 2013). Esto es
debido a su facil aislamiento y cultivo. Adicionalmente, poseen una gran plasticidad
ecologica, una alta capacidad enzimatica para degradar sustratos, un metabolismo
versatil, resistencia a inhibidores microbianos y fundamentalmente un buen
comportamiento como biocontrolador como consecuencia de una serie de mecanismos de
accién para controlar un amplio numero de fitopatdégenos y estimular el crecimiento de los
cultivos (Bogumil et al., 2013; Infante et al., 2009).

Es importante considerar que estos mecanismos son complejos y variados, y estan
influenciados por factores ambientales tales como el tipo de suelo, la temperatura, el pH,
la humedad de la planta, e inclusive por otros miembros de la microflora (Howell, 2003;
Benitez et al., 2004). La importancia del conocimiento de los mismos es clave para
dilucidar la aptitud de uso y el potencial de aplicacion de este antagonista para un manejo
integrado de enfermedades mas 6ptimo. En este sentido, Infante et al. (2009) afirma que
cuando un aislamiento de Trichoderma manifiesta varios de modos de accion, mas
eficiente y duradero sera el control sobre el patdogeno, ya que a diferencia del manejo
quimico de las enfermedades, existira una menor probabilidad de que surjan y
prevalezcan formas resistentes.

Como se ha comentado anteriormente, la antibiosis es uno de estos mecanismos de
accion, el cual involucra la accion directa de metabolitos con efecto toxico sobre otros

microorganismos sensibles (Infante et al., 2009). Una variable a tener en cuenta es que la
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produccion de metabolitos tiene cierta especificidad, siendo el efecto antibidtico distinto
entre cepas y el grado de sensibilidad de los microorganismos en cuestion (Samuels,
2006).

En el presente estudio no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos para el ensayo in vitro de metabolitos volatiles. Sin embargo, se report
una leve tendencia inhibitoria en los ultimos dos dias del ensayo, donde la cepa de
Trichoderma harzianum Th118 redujo el crecimiento de Cmm. Se destaca que en el tercer
dia luego de exponer al patdégeno ante el antagonista ocurrié un cambio en la dindamica en
la cual evolucionaba comparativamente el efecto inhibitorio de este ultimo. Se observo
que los valores medios de crecimiento de Cmm tendieron a asemejarse, por un lado
porque el crecimiento del testigo continud sin restricciones por antibiosis, pero también
porque empezd a manifestarse el efecto inhibitorio de Trichoderma hacia el tercer dia en
los tratamientos con las cepas Th5CC y Th118, las cuales presentaron colonias de Cmm
con un menor desarrollo. El porcentaje de inhibicion del crecimiento hacia el cuarto dia fue
del 26% y del 4% para los tratamientos Th118 y Th5CC respectivamente. A pesar de no
haber observado inhibicion del crecimiento en los primeros dos dias del ensayo, el efecto
inhibitorio en presencia de Trichoderma sobre el patbgeno aumentd progresivamente,
alcanzando valores positivos a partir del tercer y cuarto dia de incubacion. EI mayor
crecimiento de Cmm en los primeros dias de ensayo podria deberse a una baja
concentracion de metabolitos volatiles, la cual debe aumentar para que se manifieste un
efecto inhibitorio. En lo que respecta a la evaluacion de metabolitos difusibles, en el
tratamiento con el antagonista se observo una reduccion significativa del crecimiento del
patogeno durante el primer dia. Asimismo, la inhibicion por efecto de metabolitos
difusibles manifesté un caracter creciente en aquellos tratamientos con Trichoderma,
siendo maxima alrededor de las 48 h (50%), y levemente descendente en los dias
posteriores (hasta un 47% al quinto dia). Por lo tanto, las colonias bacterianas
desarrolladas en ausencia del biocontrolador manifestaron un mayor crecimiento,
aproximadamente el doble respecto de los tratados (un 87% mas grandes).

Otro mecanismo de accion presentado en Trichoderma es la promocién del crecimiento
en la planta. Los resultados del ensayo de germinacion en este estudio mostraron un
efecto significativo de Trichoderma en los mecanismos fisiolégicos que regulan la
germinacion. Los tratamientos exhibieron porcentajes de germinacion significativos del
79% y 77% para las cepas Th5CC y Th118, respectivamente, en comparacién con el 27%

en el grupo de control con agua estéril. Consecuentemente, los tratamientos con
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Trichoderma tuvieron un comportamiento superior en comparacion con el testigo para las
variables longitud de parte aérea y longitud de radicula. En el ensayo en invernaculo
donde se evalud el crecimiento radical y aéreo de plantines, se demostré que existe un
crecimiento significativo tanto para parte aérea como raiz en fresco, en favor de aquellos
tratamientos inoculados al momento de la siembra con las cepas Th118 y Th5CC.
Ademas, el tratamiento Th118 mostré una diferencia significativa superior en cuanto al
peso seco de la raiz en comparacién con el control. Asimismo, los plantines en los
tratamientos con Trichoderma demostraron un mayor peso seco de raiz. Ezziyyani et al.
(2004) obtuvieron resultados similares en pimiento (Capsicum annuum L.). Los mismos
seflalan que en ensayos in vivo las plantas crecidas a partir de semillas tratadas
mostraron un peso seco superior a las testigo.

Conforme a los estudios previos de Rolleri et al. (2021), la cepa Th118 aplicada como
riego a los plantines en el momento de la siembra, podria ser una buena alternativa dentro
de un plan de manejo integrado de enfermedades en el cultivo de tomate. Se demostro
que con dicha cepa, se puede obtener una menor cantidad de hojas afectadas por Cmm 'y
valores promedio mas altos de peso de frutos. Resultados similares fueron reportados por
Guerrero et al. (2017), quienes sefalan una reduccion de hasta un 50% en la severidad
de la sintomatologia de Cmm en tomate inoculado con T. harzianum. Estos autores
observaron también un aumento en el peso seco y fresco de las raices, lo cual puede
correlacionarse con la mayor tolerancia al estrés abibtico, la resistencia a las
enfermedades y el mayor potencial de crecimiento.

Finalmente, de acuerdo con los resultados de este estudio, se puede afirmar que la
combinacion de diferentes mecanismos de accion, como la antibiosis a través de la
produccion de metabolitos y la promocién del crecimiento, hace que Trichoderma
harzianum sea una alternativa viable como agente de biocontrol de Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis en el cultivo de tomate.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos realizados, la hipdtesis planteada en
este trabajo: “el éxito del control bioldgico de las cepas de T. harzianum se debe a la
combinaciéon de diferentes mecanismos de accidén como la promociéon del crecimiento
sobre el hospedante y la produccion de metabolitos que afectan el crecimiento de la
bacteria patdogena”, no se rechaza.
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A partir de los resultados obtenidos en los ensayos realizados, se demostré que el
crecimiento bacteriano fue inhibido por el efecto de los metabolitos volatiles del hongo
antagonista. En cuanto a los metabolitos difusibles se observd una inhibicion
estadisticamente significativa para el quinto dia de ensayo. Por otro lado, se evidencio la
promocién del crecimiento, siendo que el porcentaje de germinacion, la longitud de la
radicula y parte aérea fue significativamente superior en el ensayo de germinacion,
mientras que en plantines de tomate se observaron diferencias significativas para las

variables peso fresco de raiz y parte aérea, y la variable peso seco de raiz.
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