@@@ Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons
@ e Atribucién/reconocimiento-Nocomercial-Compartirigual 4.0 internacional

Efecto de una cepa de Trichoderma harzianum (TH 118)

sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de brécoli (Brassica oleracea var. Italica p.)
Mariano Castro Berman, Leonardo Fernandez, Julian Sanchez Magarifios, Marina Stocco,
Jorgelina Rolleri, Cecilia Ménaco

Investigacidn Joven, (11), Ciencias Naturales, 2024

DOI: https://doi.org/10.24215/23143991e002

ISSN 2314-3991 | https://revistas.unlp.edu.ar/Invlov/index

Universidad Nacional de La Plata, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales

La Plata, Buenos Aires, Argentina

EFECTO DE UNA CEPA DE TRICHODERMA HARZIANUM (TH118)
SOBRE EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE PLANTAS DE BROCOLI
(BRASSICA OLERACEA VAR. ITALICA P.)

EFFECT OF TRICHODERMA HARZIANUM STRAIN (TH 118) ON GROWTH AND
PROMOTION OF BROCCOLI PLANTS (BRASSICA OLERACEA VAR. ITALICA P.)

. 13
Mariano Castro Berman

castrobermanm.94@gmail.com
http://orcid.org/0009-0008-9714-8699

Leonardo Fernandez *
leol2fernandez@hotmail.com
http://orcid.org/0009-0005-0431-4511

Julian Sanchez Magarifios B
juliansanchezmagarinos@gmail.com
https://orcid.org/0009-0000-1217-2203
Marina Stocco *
marinacstocco@gmil.com
http://orcid.org/0009-0004-6764-8976
Jorgelina Rolleri 2
jorgelinarolleri@gmail.com
https://orcid.org/0009-0007-6755-4015

Cecilia Ménaco
cecilia.monaco7@gmail.com
https://orcid.org/0000-0003-3190-9260

1 | Universidad Nacional de La Plata (Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales), Argentina
2 | Centro de Investigaciones de Fitopatologia (CIDEFI)
3 | Carrera de Ingenieria Agronémica

Recibido: 09/10/2024 - Aceptado: 20/11/2024



https://doi.org/10.24215/23143991e002
https://revistas.unlp.edu.ar/InvJov/index
about:blank
http://orcid.org/0009-0008-9714-8699
about:blank
http://orcid.org/0009-0005-0431-4511
about:blank
https://orcid.org/0009-0000-1217-2203
about:blank
http://orcid.org/0009-0004-6764-8976
about:blank
https://orcid.org/0009-0007-6755-4015
about:blank
https://orcid.org/0000-0003-3190-9260

Castro Berman y otros. Efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum sobre plantas de brécoli.

El uso de antagonistas microbianos para el manejo integrado de enfermedades
constituye una alternativa viable para conseguir aumentos significativos en los
rendimientos. En este sentido, los objetivos de este trabajo fueron: i) Evaluar el efecto
de Trichoderma harzianum (Th118) sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas en
un cultivo de brdcoli e ii) evaluar si es necesario el refuerzo de una segunda aplicacion
durante el ciclo del cultivo para lograr un mayor crecimiento de las plantas. Para ello, se
realizé un ensayo en la Estacion Experimental de Gorina. Se utilizd un invernaculo
comercial de 10 x 30 m? el cual se organizé en cuatro bloques con los tratamientos
alternados entre si. Las bandejas con los plantines de brdcoli fueron sumergidas en una
suspension de conidios de la cepa de T. harzianum durante 40 minutos, generando riego
por ascenso capilar. Los tratamientos fueron los siguientes: T1: Plantines de brocoli sin
tratamiento (testigo); T2: plantines de brocoli tratados con T. harzianum (Th118)
incorporado como suspension de esporas, con una sola aplicacion durante el ciclo de
cultivo en estado de plantula; T3: dosis de refuerzo de T. harzianum (Th118)
incorporado como liquido en suelo sobre el cultivo en estado V6. Los resultados indican
que el tratamiento con una dosis de T. harzianum presentd los mayores valores de peso
fresco y de diametro de la inflorescencia diferenciandose del resto de los tratamientos.
Esto nos estd indicando que no es necesaria una dosis de refuerzo para mejorar el
crecimiento de las plantas.

PALABRAS CLAVE: antagonistas, promocién del crecimiento, biocontrol.

ABSTRACT

The use of microbial antagonists for integrated disease management constitutes a viable
alternative to achieve significant increases in yields. In this sense, the objectives of this
work were: i) to evaluate the effect of Trichoderma harzianum (Th118) on plant growth
and development in a broccoli crop and ii) to evaluate whether a second application
during the crop cycle is necessary to improve plant growth. To do this, a test was
carried out at the Gorina Experimental Station. A commercial greenhouse of 10 x 30 m?
was used, which was organized into four blocks with the treatments alternating with
each other. The trays with the broccoli seedlings were immersed in a suspension of
conidia of the T. harzianum strain for 40 minutes, generating irrigation by capillary rise.
The treatments were the following: T1: broccoli seedlings without treatment (control);
T2: broccoli seedlings treated with T. harzianum (Th118) incorporated as a spore
suspension, with a single application during the crop cycle at the seedling stage; T3:
booster dose of T. harzianum (Th118) incorporated as a liquid in soil on the crop at V6
stage. The results indicate that the treatment with a dose of T. harzianum presented the
highest values and of fresh weight and diameter of the inflorescence; this treatment
differs statistically from the others. This is telling us that a booster dose is not necessary
to improve plant growth.

KEYWORDS: antagonists, growth promotion, biocontrol.

INTRODUCCION

La produccion sustentable de alimentos sin perjudicar el ambiente es un desafio para la
sociedad que requiere transformar los sistemas convencionales de explotacién agraria a
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agroecoldgicos. Por este motivo, la utilizacion de antagonistas microbianos para el
manejo integrado de enfermedades, constituye una alternativa viable para conseguir
aumentos significativos en los rendimientos, calidad de los cultivos y reducir el impacto
negativo de los agrogquimicos sintéticos en el ambiente (Companioni Gonzalez et al.,
2019). Estos antagonistas, actan en forma directa sobre los patégenos evitando que
provoquen enfermedades en las plantas y en forma indirecta sobre la planta,
estimulando su crecimiento (Hernandez-Melchor et al., 2019).

Los beneficios que presenta el uso de microorganismos en la agricultura pueden
concretarse de la siguiente manera: fitoestimulantes, estimulan la germinacion de las
semillas y el enraizamiento por la produccion de reguladores del crecimiento, vitaminas
y otras sustancias y Biofertilizantes, incrementan el suministro de los nutrientes por su
accion sobre los ciclos biogeoquimicos, tales como la fijacion de N, la solubilizacion
de elementos minerales o la mineralizacién de compuestos organicos.

En este sentido, las especies del género Trichoderma son hongos ubicuos cuya
importancia se encuentra en su capacidad de adaptacién y produccién de enzimas,
metabolitos promotores de crecimiento vegetal, y compuestos volatiles, entre otros, de
gran importancia biotecnoldgica y ambiental (Hernandez-Melchor et al., 2019).
Trichoderma sp. predomina en ecosistemas terrestres como bosques o suelos agricolas,
poseen poco requerimiento nutricional y crecen en un amplio rango de temperatura (25-
30°C) (Sandle, 2014). Tienen alta adaptabilidad a diferentes condiciones ecoldgicas,
pueden crecer de manera saprotrofica e interactian con animales y vegetales (Zeilinger
et al., 2016). Una gran cantidad de las especies de este género estan asociadas con la
rizosfera de plantas, por lo que pueden promover el crecimiento y desarrollo de las
plantas, mediante la produccion de auxinas y giberelinas (Torres-De la Cruz et al., 2015;
Sharma et al., 2017).

En estudios realizados en Argentina, se comprobd que las especies de Trichoderma
poseen distintos roles en la agricultura por lo que alrededor de 50 grupos de
investigadores y docentes, que representan a varias universidades e institutos de
investigacion de nuestro pais, estan trabajando en diferentes formas de aplicaciones de
este antagonista como biocontrolador. Hasta la actualidad se describieron cerca de 10
especies de Trichoderma con capacidad antagonica frente a diferentes fitopatdgenos, en
alrededor de 35 cultivos y para 40 patdgenos (Amerio et al., 2020). Amerio et al. (2020)
a partir de la informacién recopilada observaron que T. harzianum es la especie mas
estudiada como agente de control biolégico en la Argentina dentro del género
Trichoderma sp. Las cepas de T. harzianum tienen la capacidad de actuar sobre un
amplio rango de fitopatdgenos a través de sus diversos mecanismos de accion. Las
especies de Trichoderma pueden promover e incrementar el crecimiento de las plantas y
actuar como promotor del crecimiento (Castro da Silva et al., 2012). De acuerdo a
Hoyos-Carvajal et al. (2009) el incremento en la produccién de biomasa en las plantas
de poroto debido a la inoculacién con Trichoderma spp. puede estar relacionado a la
produccion de hormonas de crecimiento o analogos.

A esta especie se le atribuye un gran éxito en el mercado mundial de bioinsumos como
producto bioldgico aproximadamente el 50% de los bioproductos registrados son a base
de T. harzianum. Existen diversos estudios sobre la obtencion de bioformulados a base
de cepas antagonistas de Trichoderma spp. Actualmente alrededor del 90% de los
bioinsumos para el biocontrol de hongos fitopatdgenos tiene como principio activo las
esporas de Trichoderma spp. (conidios y clamidosporas) (Pineda Insuasti et al., 2017).
Los mayores inconvenientes en el uso y la comercializacion de una formulacion a base
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de propagulos de Trichoderma es certificar una forma de aplicacion facil para el
productor, disminuir los costos de produccion, alcanzar una concentracion adecuada de
indculo, con una alta viabilidad de los conidios y conservar la densidad del indculo una
vez aplicado al sustrato, tras un periodo prolongado (Viera et al., 2018).

En referencia a la capacidad biocontroladora de Trichoderma spp. algunos autores han
evaluado la efectividad de este antagonista, para controlar Alternaria leaf spot y Pythium
sp. en brdcoli con muy buenos resultados (EI-Mohamedy, 2012; Khumanthem y
Zacharia, 2024). En este sentido, los objetivos de este trabajo fueron: i) Evaluar el
efecto de Trichoderma harzianum sobre el crecimiento y desarrollo de las
inflorescencias en un cultivo de brécoli e ii) evaluar si es necesario el refuerzo de una
segunda aplicacion del T. harzianum durante el ciclo del cultivo para mejorar el
crecimiento de las plantas.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del in6culo de Trichoderma harzianum

Se utilizé la cepa de T. harzianum Th118 (Stocco et al., 2016) que se encuentra
caracterizada molecular y morfoldgicamente y pertenece al cepario: Banco Micologico
de especies de Trichoderma del Centro de investigacion de Fitopatologia de la Facultad
de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP.

Para la preparacion de la suspensién de conidios de T. harzianum, se utilizd el
bioinsumo que se entrega a los productores en la Biofabrica Escuela de la Facultad de
CienCiaS Agl’al’iaS y FOI’eSta|eS (www.agro.unlp.edu.ar/institucional/unidadesdidacticasdeproduccion/biofabricaescuela) . ESte
bioinsumo consiste en 30g de arroz colonizado por T. harzianum secados en estufa,
entregado en bolsas de polietileno selladas (Sanchez et al., 2024). Este se dispersé en 3
litros de agua destilada en una bandeja plastica. Tras la agitacion durante 20 minutos se
obtuvo una suspensién de conidios con una concentracién de 2,3x10" esporas/ml, el
recuento fue realizado con la camara de Neubauer (Covacevich y Consolo, 2014). Las
bandejas con los plantines de brécoli fueron sumergidas en la suspension durante 40
minutos, generando riego por ascenso capilar. El tratamiento testigo, fue sumergido en
agua destilada para igualar la humedad entre los tratamientos (Figura 1 a, b y c).
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Figura 1: preparacién de la suspension de esporas de T. harzianum para la infestacion del sustrato de los
plantines. a) Incorporacién de 3 | de agua sin cloro al bioproducto a base de T. harzianum (Th118). b)
Preparacion de la suspension de conidios de T. harzianum. c) Bandeja de siembra colocada sobre la
suspension de conidios para la infestacion del sustrato. Fuente: propia.

Para la preparacion de la dosis de refuerzo, aplicada en estado V6, se sembraron en
cajas de Petri con el medio APG (Agar papa glucosado 2%), discos de 5 mm de
didmetro de un cultivo de T. harzianum de 6 dias de edad. Al cabo de una semana, se
raspé la superficie de la colonia con una varilla de vidrio estéril junto con el agregado
de agua destilada estéril. Las suspensiones se ajustaron con camara de Neubauer a 6 X
10° conidios/ml. Dentro de las 24 horas de obtenida la suspensién se llevé adelante la
aplicacion en el invernaculo de 50 ml de esta en cada planta en estado de V6 como dosis
de refuerzo.

Recuento de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo

Transcurridos 29 dias de la aplicacién de la segunda dosis sobre el tratamiento 3 (T3) se
procedié a realizar un recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) de
Trichoderma sp. sobre muestras de suelo recolectadas de cada tratamiento en cada
bloque. EI muestreo se realiz6 al azar, evitando tomar suelo de los primeros 5 cm del
lomo de transplante. Cada muestra se formo con submuestras de 50 gramos tomados
con una cuchara flameada y depositada en bolsas de papel madera nuevas. El suelo una
vez secado a temperatura ambiente fue tamizado para su posterior analisis.

El recuento de UFC/g (Unidades formadoras de Colonias/gramo de suelo) de
Trichoderma sp se llevd a cabo utilizando el método del suelo diluido en placa,
utilizando un medio selectivo para Trichoderma sp. (Trichoderma Selective Medium o
TSM) (Elad et al.,, 1981), donde 5 g de suelo seco y previamente tamizado fue
incorporado a 50 ml de agua destilada estéril (dilucion 1:10). Luego de someterla a
agitacion en un agitador magnético (150 rpm) durante 15 minutos, se tomé de 1 ml de la
suspension y se le adicionaron 9 ml de agua destilada estéril, logrando asi una dilucion
de suelo 1:100. Se continu6 con las diluciones en la misma proporcion dos veces mas
para obtener diluciones 1:1000 y 1:10000 sucesivamente. Se tomaron alicuotas de 1 ml
desde cada una de las diluciones depositandolas en cajas de Petri. Al mismo tiempo se
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fundio6 el medio de cultivo especifico (TSM) y se lo volcé en la placa ya sembrada. Se
incubo en estufa a 24-26°C durante 6 dias, al cabo de los cuales se realizo el recuento de
colonias (unidades formadoras de colonia/g de suelo).

Disefio experimental

El ensayo se llevd a cabo en la Estacion Experimental de Gorina, que pertenece al
Ministerio de Desarrollo Agrario de la Provincia de Buenos Aires. Se utilizé un
invernaculo comercial de 10 x 30 m?, el cual se organiz6 en cuatro blogues con los
tratamientos distribuido al azar entre si (Figura 2).

Bordura BI Bl Blll BIV Bordura

Figura 2: distribucion de los bloques y los tratamientos en el ensayo en el invernaculo. Fuente: propia.

Las plantas de brocoli hibrido Imperial, fueron obtenidas a partir de los plantines
provenientes de una plantinera comercial (Baby plant SRL). Al estado de dos hojas se
trasplantaron a la linea de siembra en el invernaculo, previa inoculacion (Figura 3). Los
tratamientos fueron los siguientes: T1: Plantines de brdcoli sin tratamiento (testigo); T2:
plantines de brocoli tratados con T. harzianum (Th118) incorporado como suspension
de esporas en la bandeja de siembra (una sola aplicacién durante el ciclo de cultivo);
T3: plantines de brécoli tratados con T. harzianum (Th118) incorporado como
suspension de esporas en la bandeja de siembra y una dosis de refuerzo de T. harzianum
(Th118) incorporado al suelo sobre el cultivo en estado V6. Se realizaron 4 bloques con
9 plantas por cada tratamiento. Se hicieron 6 lomos, 4 internos con los tratamientos
indicados y dos de bordura con plantas sin Trichoderma (Figuras 4a y 4b).

Figura 3: transplante de plantines de brécoli, tratados y no tratados en un invernaculo comercial. Fuente:
propia.
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Figuras 4a y 4b: aplicacion de dosis de refuerzo de T. harzianum a los 48 dias desde el trasplante. Fuente:
propia.

A los tres meses desde el trasplante, se realizd la cosecha de la produccion recolectando
las inflorescencias de cada bloque y tratamiento. Se evaluaron los pardmetros de
rendimiento, peso en gramos y diametro (didmetro promedio entre dos medidas
perpendiculares) de las inflorescencias cosechadas (Figura 5).

J

P
3 s

Figura 5: medicion del peso y didmetro de las inflorescencias cosechadas en los distintos tratamientos.
Fuente: propia.

Analisis estadistico

Los resultados experimentales del diametro y peso de la inflorescencia medidos fueron
sometidos al andlisis de la varianza (ANOVA) comparando las medias de los
tratamientos mediante la prueba de LSD para un nivel de significancia del 5% (p=<0,05).

Se utilizo el programa estadistico Infostat ® (2020).

Debido a inconvenientes provocados por ciertos factores naturales (invasion de
hormigas), el Bloque 2 del ensayo se vio afectado, reduciendo considerablemente su
namero de plantas y dificultando por lo tanto su evaluacion. Por esta razén, se
eliminaron los datos de este blogue y no se utilizaron en el analisis estadistico.

El anélisis de la varianza para ambos parametros destacd que el tratamiento con una sola
aplicacion de T. harzianum en la bandeja de siembra (T2) present6 los mayores valores
de peso y de diametro de la inflorescencia de brocoli. Los resultados obtenidos de los
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parametros de rendimiento se resumen en las Figuras 6 y 7. De acuerdo a lo observado,
podemos determinar que el tratamiento testigo (T1) no se diferencid estadisticamente
del tratamiento con dos dosis de T. harzianum (T3) para ambos pardmetros de
rendimiento. El efecto promotor del crecimiento por cepas de Trichoderma spp. fue
observado por numerosos autores en plantas horticolas (Lombardi et al., 2020; Pokhrel
et al., 2022; Rodriguez Garcia y Vargas Rojas, 2022).

Peso de la inflorescencia
B

1500

ramos

1000 [ [ ?

N .
0

T1 T2 T3
Tratamientos

Pesoeng

Figura 6: peso fresco en gramos de la inflorescencia de las plantas de brocoli. Columnas seguidas por la
misma letra no difieren estadisticamente entre si (p<0.05). Ref: T1: Testigo, T2: con una sola dosis de T.
harzianum y T3: con dos aplicaciones de T. harzianum. Fuente: propia.

Diametro de la inflorescencia

60

B
5 40 ’ g
[

7} T T

it T
£ 20

()

£

@ 0

e T1 P T3

Tratamientos

Figura 7: didmetro en cm de la inflorescencia de las plantas de Brocoli. Columnas seguidas por la misma
letra no difieren estadisticamente entre si (p<0.05) Ref: T1: Testigo, T2: con una sola dosis de T.
harzianum y T3: con dos aplicaciones de T. harzianum. Fuente: propia.

Con respecto a la poblacién de T. harzianum luego de la aplicacion de la segunda dosis
(dosis de refuerzo), se observd que para el Testigo la poblacién promedio de
Trichoderma fue 1.916,6 UFC/g de suelo. Para el tratamiento 2 (con una sola aplicacion
de Th 118) las UFC/gr de suelo, fueron de 11.666 UFC/g de suelo, y el tratamiento 3
(con dos aplicaciones de Th 118) presenté 82.500 UFC/gr de suelo. Acorde a las
aplicaciones realizadas en los distintos tratamientos, el tratamiento 3 fue el que mostro
la mayor cantidad de UFC por gramo de suelo (Figura 8).
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Figura 8: Unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo de suelo del tratamiento 3 (con dos
aplicaciones de Th118 en la bandeja de siembra y en v6). Fuente: propia.

Por otro lado, se observd también que el tratamiento T1 (testigo) tiene una
concentracion de Trichoderma sp. de 1916,6 UFC/g suelo lo que justificaria su
rendimiento aceptable. Esta concentracion de Trichoderma sp. podria deberse a la
poblacion que existe de forma natural en el suelo de la parcela experimental, ya que
como se menciono, este tratamiento no tiene aplicacion de T. harzianum.

Analizando los resultados de los tratamientos y especialmente el tratamiento con
refuerzo (T3), podemos decir que, si bien Trichoderma sp. es altamente beneficioso
para las plantas, su aplicacién debe ser evaluada para cada cultivo en particular. Gracias
al estudio de las auxinas (IAA), se ha podido entender que las dosis de Trichoderma sp.
deben ser consideradas para cada cultivo en el que se esta trabajando ya que no existe
una dosis universal que funcione para todos igual. Las auxinas son fitohormonas que
colaboran en la transmision de sefiales quimicas en la planta, al igual que el acido
salicilico, el acido jasmonico y el etileno (Castro da Silva et al., 2012; Zhang et al.,
2013; Tyskiewicz et al., 2022). De acuerdo con Monte Vazquez (2022) si se
sobredosifica con Trichoderma sp., la planta tendra las auxinas que ella misma produce
mas las que le provee el hongo, haciendo que se sature y cese el crecimiento porque ve
la sobreproduccion de auxinas como una amenaza Yy utiliza la energia para defenderse.
Si tenemos en cuenta el analisis de suelo realizado, la cantidad de UFC/g de suelo para
el T3 es mucho mayor que en los otros dos tratamientos, pudiendo explicarse mediante
esta informacion la posibilidad de que haya existido una sobredosificacién o un efecto
adverso del hongo sobre las plantas. Estos resultados no coinciden con los observados
por Lopez Valenzuela et al. (2022) ya que estos autores observaron un mejor
rendimiento en plantas horticolas con la mayor dosis aplicada de Trichoderma spp. Por
lo tanto, la aplicacion del hongo T. harzianum Th118 es una herramienta prometedora
para incrementar la produccion de brécoli en invernéculo, siendo capaz de mantener e
incluso superar los rendimientos convencionales, realizando un manejo sustentable y
consciente de los recursos naturales, algo muy significativo dentro del contexto
ambiental por el cual estamos atravesando actualmente. No obstante, debemos
considerar que, a la hora de trasladar los resultados a posibles situaciones productivas,
en la mayoria de las ocasiones los resultados obtenidos en condiciones de invernaculo
experimental, no se condicen con los obtenidos en condiciones de produccién agricola
(suelo con poblaciones microbianas nativas, exposicion a las condiciones climaticas y
ambientales naturales). En este sentido, con este estudio esperamos contribuir a
incentivar e incrementar el entendimiento y uso de estos microorganismos con fines
biotecnoldgicos en el marco de un manejo sustentable. De todas maneras, se necesitan
estudios posteriores para dilucidar porque la aplicacion de refuerzo del antagonista no
arrojo los resultados esperados.
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CONCLUSION

Podemos concluir que hubo un mayor rendimiento en términos de peso y diametro de
las inflorescencias de las plantas de brocoli, en el tratamiento con una aplicacion de
Trichoderma harzianum (Th 118) diferenciandose estadisticamente de los otros dos
tratamientos (Testigo y con 2 aplicaciones de T. harzianum) que tuvieron resultados
similares.
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