Rev. Proteccién Veg. Vol. 31 No. 1 (ene.-abr. 2016): 57-62
ISSN: 2224-4697

ARTICULO ORIGINAL

Biofumigacion con Brassica juncea L. Czerniak y Sinapis alba L. Accion sobre
el crecimiento in vitro de Trichoderma spp. y Azospirillum brasilense Tarrand,
Krieg et Dobereiner

Omar Salvador Perniola", Silvia Elena Chorzempa'', Sebastian Staltari', Marta Monica Astiz
Gass0', Liliana Rosa Galian', Maria del Carmen Molina"""

'Instituto Fitotécnico de Santa Catalina, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP. Garibaldi 3400, Llavallol,
CP 1836, Buenos Aires, Argentina. "Facultad de Ciencias Agrarias, UNLZ. Ruta N°4, Km 2, Llavallol, CP 1836,
Buenos Aires, Argentina. ""CONICET.

RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto in vitro de la biofumigacién con Brassica juncea L.
Czerniak y Sinapis alba L. sobre el crecimiento de Trichoderma spp. y Azospirillum brasilense Tarrand, Krieg et
Ddobereiner. Se trituraron plantas de B. juncea y S. alba y se colocaron, por separado, en recipientes de plastico
en dosis de 5, 15, 25, 35 y 55 g. Sobre el material triturado se apoyaron cajas Petri que contenian medio de
cultivo inoculado con Trichoderma spp. o A. brasilense. Los recipientes de plastico se taparon e incubaron en
oscuridad durante siete dias, a 25+2°C (Trichoderma spp.) y a 31£2°C (A. brasilense). Finalizado ese periodo, se
midio el diametro de las colonias de Trichoderma spp. y se recontd el nimero de unidades formadoras de colonias
de A. brasilense. Los resultados que se obtuvieron, in vitro, son los siguientes: i) no se observé efecto fungistatico
de B. junceay de S. alba sobre Trichoderma spp. en ninguna de las dosis; ii) B. juncea inhibi6 el crecimiento de
las colonias de A. brasilense con dosis de 15 g o superiores, con un aumento de la inhibicién a medida que se
incrementd la dosis del biofumigante; iii) S. alba no inhibi6 el crecimiento de las colonias de A. brasilense en
ninguna de las dosis. Estos resultados sugieren que la técnica de biocontrol con el hongo antagonista Trichoderma
spp. seria compatible con la biofumigacion con B. junceay S. alba. Ademas, A. brasilense solo seria compatible
con la biofumigacion con S. alba y con dosis bajas de B. juncea.
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Biofumigation with Brassica juncea L. Czerniak and Sinapis alba L. In vitro action
on the growth of Trichoderma spp. and Azospirillum brasilense Tarrand, Krieg et Débereiner

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the in vitro effect of the biofumigation with Brassica juncea
L. Czerniak and Sinapis alba L. on the growth of Trichoderma spp. and Azospirillum brasilense Tarrand, Krieg et
Ddobereiner. Five doses (5, 15, 25, 35 and 55 g) of triturated plant material from B. juncea and S. alba were
placed separately in plastic containers. Petri dishes with culture medium inoculated with Trichoderma spp. or
A. brasilense, were placed on top of the plant material. The plastic containers were then covered and incubated
in darkness for 7 days at 25+2°C (Trichoderma spp.) and 31+2°C (A. brasilense). After that, the diameter of
the colonies of Trichoderma spp. was measured, and the number of colony forming units of A. brasilense was
counted. The results indicated that: i) fungistatic effect of B. juncea and S. alba was not observed on
Trichoderma spp. at any doses; ii) B. juncea inhibited colony growth of A. brasilense at doses of 15 g or
higher, with an increasing inhibition as the biofumigant dose increased; iii) S. alba did not inhibit colony growth
of A. brasilense at any doses. These in vitro results suggest that the technique of biocontrol with the antagonist
fungus Trichoderma spp. can be compatible with biofumigation with B. juncea and S. alba. Also, A. brasilense
can only be compatible with biofumigation with S. alba and with low doses of B. juncea.
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INTRODUCCION

En los programas de manejo integrado de plagas
es frecuente combinar diversas tacticas para lograr,
ecoldgica y econébmicamente, un manejo eficiente de
una plaga dentro del agroecosistema. Por ello resulta
fundamental conocer la compatibilidad de las tacticas
aplicadas para evitar interferencias entre las mismas.
Algunas tacticas de manejo, como son la
biofumigacién, la aplicacién de Trichoderma spp. y de
Azospirillum spp. demostraron ser eficientes en el con-
trol de numerosos patégenos. Sin embargo, resulta
escasa la informacion concerniente a la compatibili-
dad entre estas técnicas.

La biofumigacion consiste en la supresion de orga-
nismos edaficos nocivos, por medio de la liberacion de
compuestos originados durante la descomposicion de
especies de brassicaceas (1, 2). Los conocimientos
actuales sobre la técnica de biofumigacion se refieren,
principalmente, al biocontrol de organismos perjudicia-
les para los cultivos (3, 4, 5), pero es limitada la infor-
macion relativa a su efecto sobre los microorganismos
benéficos del suelo, como Trichoderma spp. y
Azospirillum spp.

La técnica de biofumigacion estimula la actividad
de los microorganismos descomponedores del suelo,
pues son directamente responsables de la degrada-
cién del material incorporado (6). La biofumigacion pro-
duce cambios en la estructura y la funcion de la comu-
nidad microbiana del suelo que se relacionan, princi-
palmente, con cambios en la disponibilidad del sustrato
microbiano, derivados de la modificacion del suelo con
materiales organicos (7). Qiujun et al. (8) observaron
que la biofumigacion con colza incrementd la diversi-
dad bacteriana y disminuyd la diversidad de hongos
del suelo.

Varias especies del género Trichoderma poseen
accion biocontroladora como consecuencia de la ele-
vada tasa de crecimiento, la produccion de metabolitos
con actividad antibiética y la manifestacion de
micoparasitismo ante diversos patégenos (9). El con-
trol bioldgico de Trichoderma spp. abarca un amplio
rango de patégenos (10, 11, 12).

Dentro del grupo de las bacterias rizosféricas
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), el género
Azospirillum es el méas intensamente estudiado (13).
Ademas de tener un efecto benéfico para el crecimien-
to de las plantas, numerosas investigaciones mencio-
nan a Azospirillum spp. con significativa actividad de
control biolégico (14, 15).
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Los antecedentes del efecto de la biofumigacién
sobre hongos del género Trichoderma son escasos.
Kirkegaard y Matthiessen (2) argumentaron que son
necesarias bajas concentraciones de isotiocianatos
para detener el crecimiento de ciertos patdgenos, como
son Sclerotinia spp. o Pythium spp.; pero para afectar
a Trichoderma spp. se requieren dosis 30 veces supe-
riores. Dandurand et al. (16) informaron que la
biofumigacion con Brassica napus L. puede serincom-
patible en combinacién directa con Trichoderma
harzianum Rifai. Por su parte, Salem (17) trabaj6 con
paja de arroz enriquecida con Trichoderma spp. y ob-
servé que la biofumigacion con ese sustrato actu6 en
forma sinérgica con el hongo Trichoderma en el control
de patdégenos de suelo.

Actualmente, no se conocen antecedentes relati-
vos al efecto de la biofumigacién sobre las bacterias
del género Azospirillum. Qiujun et al. (18) estudiaron
el efecto in vitro de la biofumigacion con harina de colza
sobre la PGPR Bacillus amyloliquefaciens (ex Fukumoto
1943) Priest et al. 1987 emend. Wang et al. 2008 y
observaron que el biofumigante inhibié su crecimiento.
Otros investigadores mencionaron la utilizacion com-
binada de la biofumigacion con Brassica juncea L.
Czerniak y Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn para el
control de tizon del arroz (19, 20, 21).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto in
vitro de la biofumigacion con B. juncea y Sinapis
alba L. sobre el crecimiento de Trichoderma spp. y
Azospirillum brasilense Tarrand, Krieg et Ddbereiner,
con la finalidad de determinar la posibilidad de la
utilizacién combinada de estas tacticas de manejo
de plagas.

MATERIALESY METODOS

El material vegetal utilizado para la biofumigacién
fue la parte aérea de plantas de B. juncea (mostaza
parda) y S. alba (mostaza blanca), cultivadas en el
campo experimental del Instituto Fitotécnico de Santa
Catalina (IFSC), Llavallol, Argentina. El cultivo se sem-
bré en mayo de 2013; cuando alcanzo el estadio de fin
de fructificacion (en octubre del mismo afio), se cose-
chd la parte aérea.

El' hongo Trichoderma spp. se obtuvo del producto
comercial Biagro TL® (5 x 108 conidios de Trichoderma
spp. x mlt ala fecha de su elaboracion), que consiste
en un formulado biolégico generado a través de un con-
venio de vinculacion tecnolégica entre el IFSC y el la-
boratorio Biagro S.A., a base de cepas nativas aisla-
das del campo experimental del IFSC (22).



La bacteria A. brasilense se obtuvo de un inoculante
comercial con una concentracion de 1 x 107 x ml* al
momento de su elaboracion.

Los ensayos realizados se basaron en una modifi-
cacion de la metodologia utilizada por Mayton et al. (4)
para seleccionar genotipos de Brassica spp. que pro-
ducen compuestos fungicidas volatiles. Los dos ter-
cios superiores de la parte aérea de las plantas de B.
junceay S. alba se segaron y se llevaron al laborato-
rio. El material cosechado se lavé con agua destilada
estéril, se corté en trozos pequefios y se triturd en una
procesadora durante un minuto aproximadamente. El
material triturado se coloco en recipientes de plastico
de 900 ml, en dosis de 5, 15, 25, 35y 55 g.

Previamente, la cepa de Trichoderma spp. se mul-
tiplicé en medio agar papa glucosado (APG) al 2%,
durante siete dias a 25+2°C y en oscuridad. De ese
cultivo se tomaron discos de 5 mm de diametro que se
extrajeron de la parte mas externa de las colonias y de
activo crecimiento micelial; se transfirieron, de a uno,
a cajas Petri con medio APG al 2%.

Por otro lado, se obtuvieron los cultivos de A.
brasilense mediante la técnica de siembra en placa
por extension en superficie, en medio Rojo Congo (RC)
(23). Se realizaron diluciones decimales sucesivas
hasta 10 de inoculante comercial en solucién fisio-
I6gica con 0,01% de Tween 80. Luego se sembraron
100 pl de dilucion por caja Petri.

Las cajas Petri con un disco de Trichoderma spp. y
las inoculadas con A. brasilense se colocaron, de a
una, dentro de los recipientes que contenian el
biofumigante, apoyadas sobre soportes de plastico y
elevadas 2 a 3 cm por encima del material vegetal tritu-
rado. Los recipientes se cerraron con tapas plasticas.
Para el tratamiento control se sigui6 la misma meto-
dologia pero no se utilizé material vegetal biofumigante.

Los recipientes de plastico con sus respectivos
contenidos se incubaron en cadmara de crecimiento
durante siete dias, en oscuridad. La temperatura de
incubacion fue de 25+2°C para Trichoderma spp. y de
31+2°C para A. brasilense.

Finalizado el periodo de incubacion, se midi6 el dia-
metro de las colonias de Trichoderma spp. y se cuan-
tifico el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) de A. brasilense por caja Petri.

Se utilizé un disefio experimental completamente
aleatorizado con cinco repeticiones por tratamiento.
El andlisis de los datos de A. brasilense se realiz6
mediante un ANOVA simple y la comparacién de me-
dias con la prueba de Tukey. En el caso de la evalua-
cion del efecto de B. juncea sobre A. brasilense, los
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datos no cumplieron los supuestos de normalidad,
homocedasticidad y aleatoriedad; por ese motivo se
transformaron mediante laraiz cuadrada y se sometie-
ron al mismo analisis estadistico y a una regresion
simple. Los datos de Trichoderma spp. no registraron
varianza, por lo tanto, se aplicé estadistica no
paramétrica mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Los
analisis se efectuaron con el programa Statistica 7.

RESULTADOSY DISCUSION

Efecto de labiofumigacién con B.junceay S. alba
sobre Trichoderma spp.

En todos los tratamientos, el hongo Trichoderma
spp. colonizé integramente las cajas Petri y sus colo-
nias presentaron el mismo diametro que el control sin
biofumigante (p value = 1; H = 0). La biofumigacion
con B. junceay S. alba no inhibi6 el crecimiento de las
colonias de Trichoderma spp. en ninguna de las dosis
evaluadas.

Estos resultados concuerdan con los de un trabajo
previo donde no se observé inhibicién del crecimiento
in vitro de las colonias de Trichoderma spp. con dosis
de 5y 10 g del biofumigante B. juncea (5).

Resultados similares hallaron otros investigadores
gue analizaron el efecto de la biofumigacioén de otras
brassicaceas sobre Trichoderma spp. En pruebas in
vitro, Sanchi et al. (24) observaron que Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary y Sclerotinia minor Jagger
fueron mas sensibles a los isotiocianatos liberados por
Brassica carinata Braun que la cepa T39 de T.
harzianum. Galletti et al. (25) analizaron in vitro el efecto
de la biofumigacién con harina de semilla de B. carinata
sobre 40 aislados de Trichoderma spp. y hallaron que
fueron menos sensibles a los gases que todos los
patogenos ensayados (Pythium ultimum Trow,
Rhizoctonia solani Kihn, Fusarium oxysporum
Schlechtend.: Fr.), aunque observaron un efecto
fungistatico sobre Trichoderma spp. a la dosis mas
alta del biofumigante.

Efecto de labiofumigacién con B. junceay S. alba
sobre A. brasilense

En los tratamientos con dosis de 15 g o mas de B.
juncea, la cantidad de UFC de A. brasilense fue
significativamente inferior que en el control sin
biofumigante (p value = 1,9 x 10*) (Tabla 1).

El nimero de UFC de A. brasilense disminuyé a
medida que se incrementd la dosis de B. juncea. Alos
datos observados se ajusté un modelo de regresion
exponencial, que ofrecié un elevado coeficiente de de-
terminacion (R?=0,828; S = 0,316; p value = 3,2 x 101%)
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TABLA 1. Efecto de la biofumigacién con B. juncea y
S. alba sobre el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) de A. brasilense/ Effect of
biofumigation with B. juncea and S. alba on the number

of colony forming units (CFU) of A. brasilense

UFC por caja Petri

Biofumigacion

Biofumigacion

Tratamiento con B. juncea con S. alba

Media + EE Media + EE
Control 786a+4,8 78,6 a+ 13,4
59 550a+74 644a+45
15¢g 110b+37 57,6a+7,3
25¢g 120b+1,6 86,8a+8,5
35¢ 26c+0,7 79,2a+8,1
55¢ 16c+0,5 91,6 a+ 10,7

Medias seguidas de letras diferentes, en una misma
columna, indican diferencia significativa por la prueba

y respondi6 a la ecuacion: Y = 55,679 * e%0718% don-
de Y representa las UFC de A. brasilense por caja
Petriy X es la dosis de B. juncea (Fig. 1).

La biofumigacién con 15 g o mas de B. juncea inhibio
el crecimiento de las colonias de A. brasilense, segun
modelo exponencial negativo; la inhibicion fue mayor
cuanto mayor fue la dosis del biofumigante (Fig. 1).

Los tratamientos con 25, 35y 55 g del biofumigante
B. juncea provocaron, ademas, alteraciones
morfolégicas macroscépicas en las colonias, las cua-
les presentaron forma atipica y coloracion rosada con
halo mucoso.

Los tratamientos con S. alba no registraron dife-
rencias significativas en el nimero de UFC de A.
brasilense con respecto al control sin biofumigante ni
entre las distintas dosis (p value = 0,1118) (Tabla 1).
La biofumigacion con S. alba no inhibi6 el crecimiento
de las colonias de A. brasilense en las dosis evalua-

de Tukey (p<0,05). das.
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FIGURA 1. Unidades formadoras de colonias (UFC) de A. brasilense por caja Petri en respuesta a las dosis crecientes del
biofumigante B. juncea./ Colony forming units (CFU) of A. brasilense by Petri dish in response to increasing doses of
biofumigant B. juncea.
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Este es el primer reporte sobre el efecto de la
biofumigacién con B. junceay S. alba sobre el creci-
miento de la bacteria A. brasilense.

CONCLUSIONES

Los resultados in vitro sugieren que la técnica de
biocontrol con el hongo antagonista Trichoderma spp.
seria compatible con la biofumigacion con B. junceay
S. alba. En cambio, el biocontrolador A. brasilense
solo seria compatible con el biofumigante S. alba y
con dosis bajas de B. juncea, ya que con dosis de 15
g 0 mas de B. juncea se inhibe significativamente el
crecimiento de la bacteria.

Los estudios in vitro realizados son la base para la
ejecucion de los ensayos en campo que permitiran
determinar fehacientemente la compatibilidad de es-
tos métodos de control biolégico.
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