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Resumen

En la presente investigacion se evaluaron aislamientos de 7richoderma spp.,
obtenidos de plantaciones de tomate de la zona horticola de La Plata (Buenos
Aires, Argentina), para controlar el desarrollo in vitro de Clavibacter michiga-
nensis subsp. michiganensis agente causal del cancer bacteriano del tomate.
Utilizando un medio selectivo para Trichoderma spp. se obtuvieron nueve aisla-
mientos de Trichoderma spp. a partir de muestras de suelo usando la técnica de
dilucién seriada. A través de una prueba in vitro se evalud su capacidad para
suprimir e inhibir el crecimiento del patdgeno, encontrandose que todos ellos
suprimian el crecimiento de la bacteria en medio de cultivo entre 14 y 16%, y
s6lo uno de ellos (aislamiento A4) inhibié aproximadamente en un 15,76% el
desarrollo de la bacteria. Los aislamientos de 7. harzianum obtenidos a partir de
suelo de plantaciones de tomate de la Plata tienen potencial para actuar frente a
infecciones causadas por C. m. subsp. michiganensis en el cultivo de tomate a
nivel de invernaculo.

Summary

In this research, Trichoderma spp. isolates collected from La Plata tomato
fields (Buenos Aires, Argentina) were evaluated in vitro against of Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis pathogen of the bacterial canker of tomato.
Trichoderma selective media was used to isolate nine strains of Trichoderma
spp. 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%;
however, just isolate A4 was capable to inhibit the pathogen development in
15,76%, approximately. Trichoderma spp. isolates obtained from tomato fields
in the tomato fields of La Plata has the potential to prevent the bacterial canker
under glasshouse conditions.

Revista Amazonica Ciencia y Tecnologia Volumen 6 N°I- (Pag 9-20)
Recibido:25 de noviembre de 2016

Recibido en forma corregida: 18 de abril de 2017

Aprobado: 30 de abril de 2017



10 Seleccion de aislamientos de trichoderma spp

Introductcion

El tomate (Lycopersicum esculen-
tum Mill.) es una hortaliza de impor-
tancia mundial que constantemente
estd bajo el ataque de insectos y pato-
genos que afectan su potencial
productivo. De las enfermedades
bacterianas que atacan a este cultivo el
Céancer Bacteriano, causada por
Clavibacter michiganensis  subsp.
michiganensis (Davis et al., 1984), es
la patologia de mayor importancia a
nivel mundial debido a las pérdidas de
plantas, efectos en la cantidad y
calidad de los frutos como también
por la falta de un control efectivo
(Agrawal et al, 2012), causando
pérdidas entre 50 y 100% de la
produccion segin EFSA (2014). Las
alternativas de control disponibles son
principalmente la prevencion y exclu-
sidn, el uso de cultivares resistentes
no estd disponible al momento (De
Leén et al., 2011; Gartemann et al.,
2003; Sandoval, 2004; Xu et al.,
2010). No existen alternativas quimi-
cas eficientes para su control (Balestra
et al., 2009), el uso de compuestos
cupricos y antibidticos han mostrado
efecto sobre el patogeno (Milijacevic
et al., 2009), sin embargo, han sido
cuestionados por los efectos toxicos y
su potencial acumulacion en los
suelos y organismos vivos. Adicional-
mente, cada dia existe mayor presion
social para la busqueda de alternativas
de control mas amigables con el
ambiente y que no tengan efectos
negativos sobre la salud humana (Liu
& Schelar, 2012). Aislamientos de
Trichoderma spp. estan siendo usados

para el control bioldgico de enferme-
dades en muchos cultivos a nivel
mundial (Mayo et al., 2015, Harman,
2006). Varias especies han sido exito-
samente usadas tanto para aplicacio-
nes en invernaculo como en plantacio-
nes en campo (Ommati & Zaker,
2012). Siendo un habitante comtn de
los suelos y ha demostrado poseer una
alta capacidad para reducir las infec-
ciones causadas por un amplio rango
de patdégenos (Harman, 2006). Por
estas razones, siendo un habitante
natural del fitoplano del cultivo de
tomate (Consolo et al., 2014), se
propuso en la presente investigacion
aislar cepas de este organismo y
evaluarlas a nivel in vitro con la finali-
dad de que a futuro pueda desarrollar-
se una alternativa no s6lo mas efectiva
para el control del Cancer Bacteriano
sino también acorde a las exigencias
ambientales actuales.

Materiales y Métodos

Para el aislamiento de Trichoderma
spp. se colectaron muestras de 100 g
suelo de la rizosfera de plantas de
tomate de tres invernaculos comercia-
les de la zona horticola de La Plata
(Buenos Aires, Argentina). Las tres
muestras fueron colectadas en bolsas
de polietileno estériles, trasladadas
hasta el laboratorio de Fitopatologia
de la Universidad Nacional de La
Plata (UNLP). Todas las muestras
fueron secadas a temperatura ambien-
te, desmenuzadas en un mortero,
tamizadas (malla de orificios de 2 mm
de didmetro) y almacenadas a 4°C
hasta ser procesadas. De cada muestra
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se hicieron diluciones seriadas (1:10 -
1:10000) en agua destilada estéril. De
las diluciones 1:1000 y 1:10000 se
sembraron cinco placas de Petri,
usando 1 ml de cada suspension y 9
ml de medio selectivo para Trichoder-
ma diluido (TSM desarrollado por
Elad et al., 1981) a 50 °C de tempera-
tura. Las placas se incubaron a 24°C
durante 8 dias en oscuridad. Diaria-
mente se hicieron observaciones y
aquellas colonias que presentaron
caracteristicas (micelio, cuerpos fruc-
tiferos, esporas) del género Tricho-
derma fueron subcultivadas en tubos
de ensayo conteniendo medio agar
papa dextrosa (PDA). Para la identifi-
cacion se obtuvieron cultivos monos-
poéricos de cada uno de los aislamien-
tos en medio PDA incubados durante
36 horas a 25°C en oscuridad y se
usaron las claves taxondmicas de
Samuels et al. (2015). Todas las cepas
de Trichoderma spp. fueron utilizadas
para el test in vitro, sin embargo,
unicamente las cinco cepas con mejor
desempefio fueron identificadas mole-
cularmente siguiendo la metodologia
de Murray & Thompson (1980) modi-
ficada por Consolo et al. (2012). Las
cepas se conservaron en papel filtro
estéril de 20 x 10 mm colonizado por
los hongos y almacenados a -20°C
(Stocco et al. 2010). La colonia del
patogeno fue cedida por el Laborato-
rio de Fitopatologia de la UNLP y sus
repiques se conservaron a 10°C en
medio agar nutritivo extracto de leva-
dura (NBY). Dos dias antes de la
instalacioén del experimento se inocu-
laron matraces Erlenmeyer de 250 ml
conteniendo 100 ml de caldo nutritivo

con dos discos de agar (Smm) de la
bacteria desarrollada durante 48h en
agar nutritivo, los matraces se incuba-
ron a 25 + 2°C en agitacion constante
(50 rpm) durante 48 horas. Cada aisla-
miento de Trichoderma spp. se
sembrd en placas de Petri de 90 mm
de diametro conteniendo medio PDA
(por duplicado) e incubados a 25 °C
durante 8 dias. Para el enfrentamiento
in vitro de las colonias, se estrio la
bacteria con un hisopo estéril sobre la
superficie de placas de Petri conte-
niendo PDA. Discos de 5 mm de
diametro obtenidos de la periferia de
los cultivos de cada aislamiento del
antagonista se colocaron en el centro
de cada placa de Petri previamente
inoculada con la bacteria. Se inocula-
ron 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 tinicamente con la
bacteria) y se incubaron a 25°C en
oscuridad durante 72 horas.

Luego del periodo de incubacion se
registraron los valores de: a) diametro
de crecimiento de los hongos antago-
nistas y con crecimiento bacteriano
visiblemente disminuido, b) el diame-
tro del halo de inhibicion alrededor
del disco y c) se considerd constante
el diametro de crecimiento bacteriano
del testigo (9 cm tamafio de la placa
de Petri) (Figura 1). Con los datos
obtenidos se calculd el porcentaje de
supresion y el porcentaje de coloniza-
cion del patdogeno, usando las siguien-
tes formulas:
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Porcentaje de Supresion = [Area de
Supresion (AS)/Area de Crecimiento
Bacteriano (AB)] x100

Porcentaje de Colonizacion =
[Area de Colonizacion (AC)/Area de
Crecimiento Bacteriano (AB)] x100

Donde:

AS = area de crecimiento de los
hongos antagonistas y de crecimiento
bacteriano visiblemente disminuido,
obtenida con la formula AS =
(S/2)2*n

AC = area alrededor del disco del
antagonista que presentd crecimiento
bacteriano, obtenida con la formula
AC=AB - AI Al = (1/2)2*n

AB=4area de crecimiento bacte-
riano en los testigos, obtenida con
la formula AB= (C/2)2*n

El experimento se desarrolld bajo
un diseflo completamente al azar. Los
datos obtenidos fueron analizados
usando el programa STATISTICA
version 8 (StatSoft Inc.). Se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) vy las
medias fueron comparadas usando
una prueba de Tukey al 0,05 de proba-
bilidad.

Resultados y Discusion

Ocho dias después de la siembra
mediante el uso de lupa estereoscopi-
ca y microscopio en la dilucién
1:1000 se determiné la presencia de
nueve colonias con caracteristicas

correspondientes al género Trichoder-
ma de acuerdo a las claves de Samuels
et al. (2015). No se consider¢ la dilu-
cion 1:10000 debido al bajo nimero
de colonias presentes.

Las muestras de los invernaculos 1
y 3 presentaron una mayor poblacion
promedio de Trichoderma spp. con 8
x 122 unidades formadoras de colo-
nias (UFC) por gramo de muestra,
obteniéndose cuatro colonias en cada
una, mientras que a partir de la mues-
tra B solo se aisld una tnica colonia
del biocontrolador lo que representa
una poblacion aproximada de 2 x 102
UFC por gramo de suelo analizado.
Cada colonia fue purificada y conser-
vada siguiendo la metodologia descri-
ta anteriormente.

La cantidad de aislamientos obteni-
dos por gramo de suelo (entre 2 a 8 x
102 UFC) muestran que la poblacion
de los biocontroladores en los suelos
de las plantaciones horticolas es
relativamente baja. Las labores de
desinfeccion de suelos usadas comun-
mente en el Cinturon Horticola
Platense tienden a ser agresivas e
incluir agroquimicos de elevada toxi-
cidad. Stirling (2011) sefala 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 agricul-
tura (Verma et al., 2007). Esto expli-
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caria 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 presenta-
do por Liu et al. (2008) quienes
encontraron que la mayor parte de los
microorganismos habitantes del suelo
son sensibles a las actividades de la
agricultura convencional, especial-
mente a la aplicacion de fungicidas y
fertilizantes inorganicos. Sin embar-
go, segun los mismos autores, las
especies de Trichoderma muestran ser
menos sensibles a estas alteraciones
en el suelo y tendrian la capacidad de
ocupar rapidamente los nichos deja-
dos por otros microorganismos.

En el anélisis de los porcentajes de
supresion se observd que todos los
tratamientos fueron estadisticamente
diferentes del testigo, es decir todos
ejercieron accion significativa sobre el
crecimiento de las colonias bacteria-
nas (Figuras 2 y 3). 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 antibidticos
producidos por Trichoderma spp. Al
respecto, Vinale et al. (2014) sostie-
nen que los biocontroladores produ-
cen sustancias que pueden afectar el
desarrollo de los patogenos, muchos

de ellos con propiedades antibidticas,
conocida como antibiosis. Blaszczyk
et al. (2014) indican la antibiosis es un
tipo de antagonismo es un mecanismo
especifico de Trichoderma spp. frente
a los patogenos.

El aislamiento A4 present6 el
mayor valor de supresion con 36,42%,
seguido de los aislamientos AS, A3,
A1y A2 quienes no fueron diferentes
entre si, con 34,24%, 32,41%, 31,92%
y 29,83% de area bacteriana visible-
mente reducida, respectivamente. Los
aislamientos restantes tuvieron menor
area de supresion, aunque también
fueron estadisticamente diferentes del
testigo. Estudios realizados por Ezziy-
yani et 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 patogeno. De igual
manera, Patil et al. (2012) encontra-
ron que el uso de metabolitos difusi-
bles y volatiles en medios de cultivo,
redujeron el crecimiento in vitro de
Pythium spp. causante de pudricion de
raices en tomate.

En cuanto a los resultados del
analisis de los porcentajes de coloni-
zacion bacteriana, el aislamiento A4
identificado como T. harzianum fue el
unico que presentd valores estadisti-
camente diferentes del testigo (Figura
4). A pesar de que todos los aisla-
mientos mostraron un efecto sobre el
desarrollo de la bacteria, s6lo uno de
ellos (el aislamiento A4) mostro tener
un efecto inhibitorio. La bacteria en
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presencia del aislamiento A4 cubri6 el
84,24% del area del medio de cultivo,
mientras que los tratamientos restan-
tes y el testigo superaron el 99% de
area de medio cultivo colonizada
(Tabla 1). Los aislamientos de Tricho-
derma spp. evaluados en este experi-
mento 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 (Vinale et al,
2014). La literatura presenta resulta-
dos variables referente a la produc-
cion de antibidticos por las cepas anta-
gonistas, tales como los observados
por Eziashi et al. (2006) quienes mos-
traron que los antibiodticos producidos
por T. viride inhibieron el crecimiento
in vitro de Ceratocystis spp. entre 2 a
81%. Estudios realizados por Joshi et
al. (2010) revelaron que unicamente el
5% de los aislamientos evaluados
fueron altamente antagonistas. Vinale
et al. (2014) aseguran que la aplica-
cion de estos metabolitos para la
proteccion de cultivos puede ser una
realidad en el futuro inmediato,
debido a sus bajos costos de produc-
cion a gran escala, especialmente con
aquellos extractos que posean activi-
dad antimicrobiana tanto contra

hongos como bacterias (Leelavathi et
al.,2014).

Los cinco aislamientos con mejor
desempefio en el test in vitro (A1, A2,
A3, A4 y AS) fueron identificados
molecularmente como T. harzianum
(Tabla 2), esto cual coincide con lo

mencionado por Consolo et al. (2014),
Joshi et al. (2010) y Harman et al.
(2004) quienes sostienen que esta
especie es una de las mas frecuentes
en muestras de suelo.

Los aislamientos de T. harzianum
obtenidos a partir de suelo de planta-
ciones de tomate del Cinturén Horti-
cola Platense tienen potencial para
actuar frente a infecciones causadas
por C. m. subsp. michiganensis en el
cultivo de tomate a nivel de inverna-
culo. Adicionalmente, se destaca que
Trichoderma spp. es un habitante del
suelo de plantaciones de tomate del
Cinturén Horticola de La Plata y que
todas las cepas aisladas poseen la
capacidad de suprimir el desarrollo de
las colonias del patdgeno en condicio-
nes in vitro, una de ella mostr6 poten-
cial para inhibir el crecimiento de C.
m. michiganensis.
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Figura 1. Grdfica descriptiva del crecimiento simultaneo de C. m. subsp. michi-
ganensis y Trichoderma spp., en donde: S es el diametro de accion del antago-
nista (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.
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Figura 2. Porcentajes de supresion del crecimiento bacteriano de colonias de
C. m. subsp. michiganensis ejercidos por aislamientos de Trichoderma spp.
registrados a las 72 horas luego de la inoculacion.
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Figura 3. / y 2) Crecimiento de C. m. subsp. michiganensis en los testigos a las
72 horas después de la inoculacion, 3-8) Crecimiento simultaneo de C. m. michi-
ganensis y aislamientos de Trichoderma spp. a las 72 horas de la inoculacion.
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Figura 4. Halos de inhibicion en colonias de C. m. subsp. michiganensis en
crecimiento simultaneo con aislamiento A4 de Trichoderma spp.

Tabla 1. Porcentajes de colonizacidon bacteriana promedios registrados en la
confrontacion de C. m. subsp. michiganensis con aislamientos de Trichoderma
spp., 72 horas después de la inoculacion

Porcentajes de
Colonizacion
Tratamientos (%)!
Al x Cmm 99,21 b
A2 x Cmm 99,21 b
A3 x Cmm 99,17| |b
A4 x Cmm 84,24 | a
B1 x Cmm 99,21 b
Cl x Cmm 99,21 b
C2 x Cmm 99,04 |pb
C3 x Cmm 99,21 b
C4 x Cmm 99,02 b
Testigo Cmm 100 b

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

Tabla 2. Resultados de la identificacién molecular de los cinco aislamientos de
Trichoderma spp. con mejor desempefio in vitro frente a C. m. subsp. michiga-

nensis
Aislamiento Especie mas cercana Identificacion Numero de
(%) accesion
(GenBank)
T1 Trichoderma harzianum 99 HG940492
T2 Trichoderma harzianum 99 KC576698
T3 Trichoderma harzianum 100 HG940492
T4 Trichoderma harzianum 92 KC403944
T5 Trichoderma harzianum 89 KC403946




