it

.
UNIVERSIDAD NACIONAL
DE RIO CUARTO
FACULTAD DE
AGRONOMIA Y VETERINARIA

“Trabajo Final presentado para
Optar al Grado de Ingeniero Agronomo”
Modalidad: Proyecto
Pseudomonas sp. RC-93 para el control
bioldgico de Alternaria alternata en cultivo de Solanum

lycopersicum L. variedad UCO 16

Estudiante: Joaquin Cassidy
DNI: 38.018.622

Director: Dr. Nicolas Pastor

Codirector: Dra. Ing. Agr. Valeria Autran

2019
Rio Cuarto — Cordoba



UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO
FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA
CERTIFICADO DE APROBACION

Titulo del Trabajo Final: Pseudomonas sp. RC-93 para el
control biologico de Alternaria alternata en cultivo de
Solanum lycopersicum L. variedad UCO 16.

Autor: Joaquin Cassidy

DNI: 38.018.622

Director: Dr. Nicolas Pastor

Codirector: Dra. Ing. Agronoma Valeria Autran

Aprobado y corregido de acuerdo con las sugerencias de la
Comision Evaluadora:

Dr. Nicolas Pastor

Dra. Mercedes Ibanez

Dra. Lorena Belén Guifazu

Fecha de Presentacion: / /

Secretaria Académica



DEDICATORIA

Este trabajo esta dedicado con todo mi amor y carifio a mi familia, especialmente a mis
padres Paola y Marcos por su sacrificio y esfuerzo, a mis abuelos Rosa, Roberto, Angélica y
Miguel, a mis tias Natalia y Valeria, que siempre creyeron en mi y estuvieron a mi lado, a mi
hermano Tomas, a mi novia Julieta y a mis amigos, que me brindaron su apoyo y amor
incondicional en este camino de formacién académica y en la vida misma siendo mis pilares

fundamentales.



AGRADECIMIENTO

Gracias a Dios, a la Universidad Nacional de Rio Cuarto, a la Facultad de Agronomia y
Veterinaria por permitirme estudiar esta hermosa carrera, por la formacion brindada y por
permitirme realizar esta investigacion.

Gracias a mi director Dr. Nicolas Pastor y a mi Co directora Dra. Valeria Autran, por su
dedicacion, compromiso, paciencia y motivacion, desde el primer momento que decidi llevar a
cabo esta investigacion, por ser mis guias y brindar todo su conocimiento y entusiasmo para lograr
este trabajo final. Por el respeto a mis sugerencias e ideas y por la direccion y el rigor que ha
facilitado a las mismas. Gracias por la confianza ofrecida desde el primer momento.

Gracias a la catedra de Microbiologia Agricola y a su personal técnico no docente, entre
ellos Claudia Basualdo, por su colaboracién y ayuda permanente en el proceso.

Gracias a mi familia por su apoyo incondicional durante mi carrera universitaria, y en
todas las metas y proyectos que me he propuesto alcanzar. Especialmente a mi madre Paola quien
me ha ensefiado el amor por el estudio y la dedicacién, a mi padre Marcos por transmitirme la
pasion por trabajo y haberme mostrado los caminos de esta profesion, a mi tia Valeria quien
participé activamente de los ensayos llevados a cabo, con su entusiasmo y predisposicién lo que
hizo posible finalizar esta investigacion de la mejor manera.

A mi novia Julieta quien con sus palabras de aliento me incentivé a seguir para adelante,
a ser perseverante y a cumplir con mis ideales.

Gracias a mis amigos de toda la vida, entre ellos, futuros colegas y a los que me regal6
esta maravillosa carrera, todos ellos me han apoyado no solo esta investigacion, sino que también
a lo largo de mi vida como universitario y brindarme su apoyo en todo momento, quienes sin
esperar nada a cambio compartieron sus conocimientos, alegrias y tristezas. Ayudandome a
finalizar esta etapa de mi vida de una forma maravillosa.

Y, por ultimo, pero no menos importante, muchas gracias a todas aquellas personas que
seguramente olvide mencionar en estas pocas palabras, pero fueron parte de mi formacion

profesional y personal, sin ustedes esto no hubiese sido posible.



INDICE

INTRODUCCION ..ottt s sttt st ne st sn s es s s neaneneas 1
HIStOria del tOMALE........c. et sre s e seesreeneenee e 1
Produccion de tomate en el mundo Y Argentina.........cccvevvieeieieeie st 1
Caracteristicas Al CUITIVO..........uiiiiieeie bbb 3
PatOGEN0S A8 TOMALE .......c.eiveiiiteiiteieie ettt ettt ettt b et e 6
GENEIO PSEUOMONAS ......evveveetiiieiesiesie ettt e sttt et e eseeseesesbestessesteaesseneeseaseaseseesnesenens 8
Agentes de control biologico (ACB) ..o 9

HIPOTESIS Y OBJETIVOS ...ttt sttt 11
[ [ 010 1 (1] 1RSSR 11
@] 0T LYo LTRSS 11

(€= 0T | TR 11
ESPECITICOS ...ttt bbbt 11

MATERIALES Y METODOS ......coviiiieieieeetesteses e tes s ses st sssnessnsssessensssenssnsssensansnsans 12
CaracteristiCas Ul ENSAYO0.......ucviiiiiieieieiee ettt re st sr s ne e 12
Obtencion de cepa fungica de Alternaria alternata y cepa bacteriana Pseudomonas sp. RC-93
(AACB) .ttt et b £t R R R bR bt Rt E e R bt e 12
Conservacion de cepa fangica de Alternaria alternata y cepa bacteriana Pseudomonas sp.
RO OSSPSR 13
Ensayos in vivo en camara de CreCIMIBNTO .........ceiviieieiieie st 13

Obtencion del in6culo de Pseudomonas sp. RC-93 .........ccoviiiinnineieneseese e 13
Obtencidn de indculo de Alternaria alternata............ccoovevveeveneveseseicceee e 14
Desinfeccién superficial de semillas de tomate (variedad UCO 16).........ccccccevvvenennne. 15
Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en Solanum lycopersicum
.......................................................................................................................................... 15
Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata..................... 17
Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria alternata en
frutos de Solanum IYCOPEISICUM ......c.iiiiiie ettt re e e 18
ENSAYOS 1N VITIO ..ottt bbbttt 20
ANALISIS ESTAAISTICO ...t et 21
Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en Solanum lycopersicum
.......................................................................................................................................... 22
Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata..................... 22
Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria
alternata en frutos de Solanum [yCOPErsiCUM .........ccooviiiiieiiice e 22
T Y0 LN AV 1 o O PRT 23
RESULTADOS Y DISCUSION .....ooovuivieiciseeteeieseeteseseetesssesies s tssee s s senss s s sensenenes 25
Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en Solanum lycopersicum
.......................................................................................................................................... 25
Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata..................... 32
Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria alternata en
frutos de Solanum [YCOPEISICUM.........cciiieii ettt 34
ENSAYOS 1N VIEIO ..o 46
(010 N[0 I U] [\ ST 50
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt 51



ANEXO L o 54

ANEXO 2 e b bbb bttt e n s 56
2.1 - Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en Solanum
N oo] 0T ] (o1 1 1 BTSSR 56
2.2 - Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria
alternata en frutos de Solanum lyCOPErSICUM .........ooeieieiiiiirese e 58
2.3 = ENSAYOS IN VIVO....eiitiiieiie ettt sttt st ettt et et esteene e besreesbestaennesreares 62



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Regiones productoras de tomate en Argenting...........cccecvevvereeeeiesieeieneseesesee e seeees 2
Figura 2: CUItIVO 08 TOMALE ....c.veviiiicic ettt st s ae et s re e e sreanes 4
Figura 3: FIOr y fruto de tOMALE ........ccueiiiieiice ettt ene 5
Figura 4: ARErnaria alterNata...........ccccoieiiiiiie et ens 8
Figura 5: PSeudomonas fIUOIESCENS.........cviiiiie et st ne 9
Figura 6: Ubicacion de Universidad Nacional de Ri0 CUAIMO...........cccecveviviiieevieseece e 12
Figura 7: Pseudomonas SP. RC-93........o ittt st st sre e b sne s 13
Figura 8: Alternaria alternata. Crecimiento en placa de Petri con Agar Agua y conidios vistos al

microscopio ptico (40X) en cdmara de NeUbaUEr .........cccocevverierniie e 14
Figura 9: Semillas de tOMALE. .........coiiiiiiiicce e 15
Figura 10: Evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata...........cc.ccooeeeveiiieinenneneeen, 16
Figura 11: Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata............... 17

Figura 12: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
AlTErNALA BN TIULOS. 1.viivie e et re e neeeees 19

Figura 13: ENSAYO 1N VITFO.....c.eiuiiiiitiieiiteieeiee ettt 21

Figura 14: Ensayo de patogenicidad de Alternaria alternata: Evolucion de las lesiones en el
tiempo dias desde 12 iNOCUIACION ...........ccoeiiiiic e 26

Figura 15: Evaluacion de la patogenicidad de Alternaria alternata: porcentaje de infestacién de

12 CePA BN TrES TECNAS ..o e e 28
Figura 16: Evaluacién de patogenicidad de Alternaria alternata. ............ccccccoeveveiieivcieciieseinn, 29
Figura 17: Ensayo de patogenicidad de Alternaria alternata. ...........cccccceevevievieveiieeve e, 30
Figura 18: Patogenicidad de Alternaria alternata: PeS0 SECO........cccevveiiiiiieieceece e 31
Figura 19: Patogenicidad de Alternaria alternata: comparacion del Peso Seco...........cc.ccocervenene 31

Figura 20: Ensayo en cAmara de cria de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria
AITEIMALA ... s 33
Figura 21: Ensayo de actividad bio antagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
alternata en frutos de tOMALE. ........covoiiiiiiiie s 35
Figura 22: Ensayo de actividad bioantagonista: Superficie afectada de cada tomate. ................. 36
Figura 23: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
alternata en frutos de tomate: Superficie afectada para las dos fechas. ............cc.cc...... 37
Figura 24: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria
alternata en frutos: Evolucion de las lesiones de los diversos experimentos............... 39
Figura 25: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria

alternata N Frut0S 08 TOMALE. ....oeeii ittt et e et e e e e e e ettt e e e e e s se e areeeees 40



Figura 26: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria
alternata en frutos de tOMALE..........ccevieiiri e 42
Figura 27: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
alternata en frutos de tOMALE. ........cccovieiiie i 43
Figura 28: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria
alternata en frutos: Evolucion de las lesiones de los diversos experimentos. ............. 44
Figura 29: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
AITEIMALA. ...veeiieiee bbb 45
Figura 30: Ensayo in vitro de biocontrol en siembra simultanea y desfasada de Pseudomonas sp.
RC-93 vs. Alternaria alterNata...........ocoviiriiieieieissenese e 46
Figura 31: Ensayo de biocontrol en siembra simultanea de Pseudomonas sp. RC-93 vs.
AIternaria alterNata. .........cooveiiiiiii e 47
Figura 32: Ensayo de biocontrol en siembra desfasada de Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria
AIEEINALA. ©..veveieiee et 48
Figura 33: Ensayo de biocontrol en siembra desfasada y simultaneo de Pseudomonas sp. RC-93
VS, AIREINAria AlEINALA. .......ecve e nre s 48
Figura 34: Ensayo de biocontrol in vitro en siembra desfasada y simultaneo de Pseudomonas sp.

RC-93 VS. AEIrNaria @lteINALA. ........ceveeeiieeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e aaas 49

Vi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Produccion, exportacion e importacion de tomates en Argenting .........c.coeveevvevvierereenens 3
Tabla 2: Valores nutricionales del tomate cada 100 .. ......ccoveeiiririnenieneeeeeese e 5
Tabla 3: Resultados ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata en

L0210 =L P TR PP OUR PRI 33

VIl



RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es de origen americano y pertenece a la familia
Solanaceae. Los frutos del tomate son ricos en minerales, vitaminas, aminoacidos esenciales,
azucares y fibras. Es el segundo cultivo horticola en importancia mundial. Las enfermedades
constituyen la principal limitante biolégica para la produccion y causan la méas alta proporcién de
pérdidas econdmicas. El tomate es susceptible al hongo Alternaria alternata, el cual puede infectar
los cultivos a campo o causar importantes dafios en post cosecha. El control de la enfermedad se
realiza con fungicidas quimicos sintéticos, que presentan desventajas, como su alta toxicidad que
puede generar contaminacion del medio ambiente, producir residuos en productos comestibles y
desarrollo de mecanismos de resistencia. Una alternativa eficaz y sustentable es el desarrollo de
biocontroladores microbianos. El uso de agentes de control biolégico (ACB), como rizobacterias
promotoras del crecimiento en plantas es una de las opciones mas prometedoras. Se demostro a lo
largo del tiempo que bacterias del género Pseudomonas son eficientes en el control de
enfermedades producidas por hongos patégenos diversos en diferentes plantas. En este trabajo se
evaluo la efectividad de Pseudomonas sp. RC-93, en la supresién de enfermedades producidas por
Alternaria alternata en tomate. Los resultados obtenidos in vivo e in vitro son concluyentes,
Pseudomonas sp. RC-93 en presencia de Alternaria alternata controla eficazmente estos hongos
fitopatégenos y puede utilizarse como una técnica de biocontrol. Podemos considerar a la cepa
Pseudomonas sp. RC-93 como una oportunidad de tener una herramienta prometedora en el
control bioldgico del patégeno y para la formulacion de una estrategia eficaz y ecolégica para el

tratamiento de la enfermedad.

Palabras claves: Pseudomonas sp. RC-93, control de enfermedades, tomate, Alternaria

alternata, Solanum lycopersicum.
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SUMMARY

Pseudomonas sp. RC-93 for the biological control of Alternaria alternata in
cultivation of Solanum lycopersicum L. variety UCO 16

The tomato (Solanum lycopersicum L.), is of American origin and belongs to the
Solanaceae family. The fruits of the tomato are rich in minerals, vitamins, essential amino acids,
sugars and fibers. It is the second horticultural crop in world importance. Diseases are the main
biological limitation for production and cause the highest proportion of economic losses. The
tomato is susceptible to the fungus Alternaria alternata, which can infect crops in the field or
cause significant damage in post-harvest. The control of the disease is carried out with synthetic
chemical fungicides, which have disadvantages, such as high toxicity that can generate
environmental pollution, produce waste in edible products and development of resistance
mechanisms. An effective and sustainable alternative is the development of microbial
biocontrollers. The use of biological control agents (CBA), such as rhizobacteria that promote
growth in plants, is one of the most promising options. It was shown over time that bacteria of the
genus Pseudomonas are efficient in the control of diseases caused by diverse pathogenic fungi in
different plants. In this work, the effectiveness of Pseudomonas sp. RC-93 in the suppression of
diseases produced by Alternaria alternata in tomato was evaluated. The results obtained in vivo
and in vitro are conclusive. Pseudomonas sp. RC-93 in the presence of Alternaria alternata
effectively controls these phytopathogenic fungi and can be used as a biocontrol technique. We
can consider the strain Pseudomonas sp. RC-93 as an opportunity to have a promising tool in the
biological control of the pathogen and for the formulation of an effective and ecological strategy

for the treatment of the disease.

Keywords: Pseudomonas sp. RC-93, disease control, tomato, Alternaria alternata,

Solanum lycopersicum.



INTRODUCCION

Historia del tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es una especie originaria de Sudamérica, la cual
fue introducida en Europa en el Siglo X VI, previa domesticacion en México. EI mayor avance en
el mejoramiento del tomate se origind como resultado de la aparicion y difusion comercial de
hibridos, los cuales fueron determinantes para el fuerte desarrollo del cultivo, especialmente en
Espafia, en donde las primeras introducciones se producen al inicio de la década de los afios 70.
Actualmente nuevas técnicas se estan llevando a cabo, con el objeto de poner a disposicion del
agricultor el material vegetal mas idéneo y que mejor se adapte a sus condiciones edafoclimaticas
(Vergani Gualazzi, 1997).

Produccidn de tomate en el mundo y Argentina

Solanum lycopersicum es el segundo cultivo horticola en importancia mundial luego de
Solanum tuberosum (papa). La produccion actual es de cerca de 100 millones de toneladas de
frutos frescos a partir de 3,7 millones de hectareas en todo el planeta (FAO, 2018). Entre los
principales paises productores del mismo se encuentran China, Estados Unidos, Turquia, India,
Italia, Espafia, Brasil y México. Nuestro pais se encuentra en el puesto nimero 47 de exportadores
mundiales de tomates frescos o refrigerados. El destino principal de sus exportaciones son los
paises limitrofes destacAndose Paraguay, absorbiendo el 70 % del mercado (Ministerio de
Agroindustria, 2017).

Las plantas de tomate son econdémicamente atractivas debido a su crecimiento
relativamente rapido, sus potenciales usos y grandes rendimientos. Tal es asi, que en Argentina
aproximadamente 14.389 ha (6,34 % de la superficie de Argentina) son usadas para la produccién
de tomate a campo. Las regiones en nuestro pais de mayor produccién son: el Noroeste, el Noreste,
la region Andina, la region Central, el Litoral y la region Patago6nica. Pero cerca del 87 % de la
superficie total de produccidn se distribuye solo entre ocho provincias, dentro de las cuales se
destaca Mendoza, con 5.200 ha de produccion (Figura 1). Alrededor de 370 mil toneladas de
tomates son procesadas cada afio en Argentina, ademas del consumo en fresco, la industria los
transforma en tres productos diferentes: puré, pelado natural y extracto (Corvo Dolcet, 2005).
Existen cerca de 1.400 ha que son destinadas a la produccion de tomates bajo cubierta. Un 87,7 %
de la superficie sembrada de Argentina se concentra entre las provincias de Corrientes y Buenos

Aires (Ministerio de Agroindustria, 2017). La provincia de Corrientes, con aproximadamente 630



ha, posee la més alta concentracion de invernaderos destinados a dicho cultivo. Todos los frutos

obtenidos bajo cubierta se destinan para el consumo fresco directo.

Ty 11.8% Tomate
Superficie Cultivada Bajo Cublerta Superficie Cultivada a Campo

~ Porcentual Nacional - - Porcentual Nacional -
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- 4
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Bl 13501790
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Figura 1: Regiones productoras de tomate en Argentina A: Produccién a campo B: Bajo cubierta

(Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2010).

Segun la FAO (2018) la produccion local de tomates se elevé afio tras afio gracias a la
implementacion de nuevas practicas de cultivo y tecnologias. Pasando de 294 mil toneladas en el

afio 1961 a 691 mil toneladas en el afio 2013, registrando un pico de produccion en el afio 2010

de 721 mil toneladas (Tabla 1).



Tabla 1: Produccion, exportacion e importacion de tomates en Argentina (FAO, 2018).

1961 1970 1980 1990 2000 2010 2011 2012 2013

Miles de
toneladas de 0,00 0,00 1,00 74,00 | 5,00 33,00 27,00 15,00 @ 16,00
exportacién

Miles de
toneladas de 2,00 14,00 45,00 @ 5,00 127,00 53,00 @ 98,00 82,00 @ 89,00
importacion

Miles de
toneladas de 294,00 358,00 546,00 704,00 693,00 721,00 699,00 715,00 691,00
produccion

Caracteristicas del cultivo

El tomate pertenece al reino Plantae, division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida,
subclase Asteridae, orden Solanales, familia Solanaceae, género Solanum y a la especie
lycopersicum. Como se menciono anteriormente pertenece a la familia Solanaceae, la cual incluye
otras especies de interés agronémico tales como Solanum tuberosum (papa), Nicotiana tabacum
(tabaco) y Capsicum annuum (pimiento). Se desarrolla de forma rastrera, semierecta o erecta
dependiendo del tipo de cultivar. Hay dos formas fundamentales de crecimiento en cuanto a la
duracion y superposicién de la floraciéon con la etapa vegetativa, por un lado, los cultivares
determinados, donde la etapa vegetativa culmina al iniciarse la floracién y por otro, los
indeterminados en donde el crecimiento vegetativo se superpone a la floracion y dan frutos de
manera escalonada durante mas tiempo (Ministerio de Agroindustria, 2017). El sistema radical es
alorrizo, formado por una raiz principal que puede alcanzar hasta 80 — 100 centimetros (cm) de
profundidad, provista de ramificaciones secundarias y acompafiado por raices adventicias que
surgen desde la base de los tallos. El tallo es anguloso, cubierto en toda su longitud de epidermis
con pelos glandulares visibles, que le confieren a la planta un olor caracteristico. La filotaxis es
alterna sobre los tallos, las hojas son compuestas e imparipinnadas, con 7 a 9 foliolos lobulados o
dentados (Bianco et al., 2006). La floracién se da en racimos simples o ramificados, en cada
inflorescencia puede haber entre 3 y 10 flores. La flor es perfecta, su gineceo se dispone por
encima de las piezas estériles (supero), el caliz tiene 5 0 mas sépalos soldados entre si, al igual
que los pétalos de la corola que presentan una coloracion amarilla. EI androceo tiene cinco o0 mas
estambres. El fruto es una baya bi o plurilocular, carnoso, con epicarpo liso y endocarpo carnoso
muy desarrollado de forma redonda, més o menos globosa o piriforme, de color generalmente rojo

en la maduracion, aunque algunas variedades pueden presentar otras coloraciones (Figura 2). El
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didmetro de los frutos puede variar de 1 a 15 cm (Ministerio de Agroindustria, 2017). Las semillas
son de color variable, desde el grisaceo hasta el amarillo de forma oval aplastada. Dentro de los
requerimientos climaticos, la temperatura 6ptima de desarrollo oscila entre 20 y 30 grados
centigrados (° C) durante el dia y entre 1 y 17° C durante la noche, la humedad éptima varia del
60 al 80 % (Infoagro, 2018).

C D

Figura 2: Cultivo de tomate: A: Plantas (FLORES y PLANTAS, 2016); B: Plantula (Imagen
Propia); C: Hojay D: Flor (INTA, 2017).

Los frutos (Figura 3) son ricos en minerales, vitaminas, aminoacidos esenciales,
azucares y fibras. Contienen licopeno, un antioxidante muy potente que previene algunos tipos de

cancer. La fructosa y la glucosa representan cerca del 50 % de la materia seca y mas del 95 % de

4



los azUcares del tomate. Estudios realizados por Nakama y Fernandez Lozano (2008), indican que
contienen altas concentraciones de hierro (Fe) y fésforo (P). EI consumo diario puede proveer

entre un 20 y un 40 % del requerimiento de vitaminas Ay C en las personas (Tabla 2).

Semillas

Pedicelo

" Sépalos_

Ovario

Owulos.

Pétalos

Estambres

“~Estigma—

Estilo”
Flor (ampliada) Fruto

A
Figura 3: Flor y fruto de tomate: Ay B (FLORES y PLANTAS, 2016).

Tabla 2: Valores nutricionales del tomate cada 100 g (FEN, 2019).

Agua 93,5% Riboflavina 0,04 mg

Calorias 20 Niacina 0,6 mg

Colesterol 0 Calcio 12 mg

Proteinas 1 Fosforo 25 mg

Grasas 0,2¢g Hierro 0,5 mg

Carbohidratos 4,39 Sodio 3mg
Fibras 047¢ Potasio 222 mg
Vitamina A 820 1U Acido Folico 39 mg
Vitamina C 21 mg Vitamina E 0,9 mg
0,05 mg Licopeno 3,1 mg

Tiamina



Patogenos de tomate

Se identificaron mas de 200 enfermedades que atacan a la planta de tomate. Estas
enfermedades se agrupan de acuerdo al agente que la causa: hongos, bacterias, nematodos, virus
y fitoplasmas (Bernal, 2010).

Los hongos poseen estructuras generalmente filamentosas y ramificadas. Tienen paredes
celulares y ndcleo. Se reproducen sexualmente y asexualmente. Generalmente no son mdviles,
aunque tienen células reproductoras que si lo son. Se multiplican a través de las esporas que a su
vez sirven para su clasificacién al igual que las caracteristicas morfologicas. En la naturaleza, los
hongos pueden vivir como paréasitos infectando organismos vivos o como saprobios atacando
materia organica (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion de Guatemala, 2015).

Algunas enfermedades causadas por hongos que afectan al cultivo de tomate son: Moho
gris (Botrytis cinerea), Mal de los alméacigos (Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium spp.,
Sclerotinia spp., Sclerotium spp.; Phytophthora spp.), Moho de la hoja (Cladosporium fulvum),
Fusariosis (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici), Podredumbre humeda del tallo (Sclerotinia
sclerotiorum), Verticillioides (Verticillium dahliae), Tizén temprano (Alternaria sp.), entre otras
(Colombo, 2000).

Las enfermedades constituyen la principal limitante biolégica para la produccion de
cultivos horticolas y frutales. Siendo las fungicas uno de los factores mas importantes que limitan
la produccion de los cultivos y que causan la mas alta proporcién de pérdidas econdémicas
(bacterias, virus y nematodos con menor impacto). EI tomate es susceptible a Alternaria spp., los
cuales infectan cultivos horticolas pertenecientes a varias familias y reduce su rendimiento tanto
cualitativa como cuantitativamente. EI género estd ampliamente distribuido en la naturaleza e
incluye especies patdgenas que pueden infectar tanto en etapa de cultivo o causar importantes
dafios en post cosecha. Es competitivo por poseer un comportamiento saprofito y ser un patégeno
facultativo, favoreciendo su desarrollo por estrés, madurez y senescencia del hospedante.
Alternaria solani provoca damping-off de las plantulas de tomate en la etapa juvenil, produce
podredumbre temprana; y en las plantas mas viejas podredumbre de cuello, manchas en las hojas,
lesiones de tallo y pudricion del fruto. Los sintomas tipicos de la enfermedad del tizon temprano
son manchas oscuras con anillos concéntricos de esporas rodeado de un halo clorético. Causa la
tercera parte de las pérdidas de origen fitosanitario registradas en el Mercado Central de Buenos
Aires. Alternaria alternata f. sp lycopersici, produce lo que se conoce como Cancro del tallo
(Alternaria Stem Canker), se caracteriza por oscuros cancros marrones en los tallos y necrosis de
tejido de la hoja entre las nervaduras. Ademas, es importante sefialar que dichas especies son

capaces de producir micotoxinas y otros metabolitos secundarios (Agrios, 1997).



Alternaria alternata se aisla frecuentemente a partir de plantas de tomate enfermas. Las
principales fuentes de indculo son conidios o micelio sobre semillas (Agrios, 1997). Cuando una
planta de tomate es infectada, en general presenta manchas cloréticas circulares, marrones o negras
(que mas tarde se necrosan) sobre las hojas mas bajas de la planta. Estas manchas eventualmente
migrardn hacia el tallo e incluso hacia los frutos y con condiciones predisponentes (indculo,
temperatura y humedad) tomar la totalidad de la planta y matarla. La humedad promueve la
germinacion y dispersion de los conidios de Alternaria alternata mientras que la temperatura entre
21 y 30° C favorece la produccion de esporas. En el fruto de tomate los conidios germinan y
penetran por heridas, la infestacion se mantiene latente hasta que el mismo madura y los tejidos
se debilitan (Figura 4).

Las especies del género Alternaria producen méas de 70 metabolitos secundarios toxicos
para las plantas los cuales son denominadas fitotoxinas, pero ademas algunos de ellos afectan
también a personas y animales, por lo que se consideran micotoxinas. La exposicion a las mismas
se ha relacionado con la aparicion de efectos adversos para la salud en personas y animales y se
ha demostrado que tienen capacidad genotdxica, mutagénica, carcinogénica y citotdéxica. Ademas,
determinadas especies de este hongo estan implicadas en infecciones y alergias humanas (Pavon
Moreno et al., 2012).

El control de la enfermedad causada por Alternaria alternata se realiza con fungicidas
quimicos sintéticos. Sin embargo, estos pueden ocasionar varios problemas como la toxicidad, el
desarrollo de la resistencia en algunas poblaciones del patégeno por el uso continuo de
agroguimicos y la contaminacion del medio ambiente. Los biocontroladores microbianos
(antagonistas) son ambientalmente mas seguros y se consideran como una herramienta alternativa
eficaz que puede ser utilizada para el control de enfermedades de los cultivos. El uso de
rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas como Pseudomonas spp. es una de las
opciones de los controladores biolégicos més prometedoras y sus formulaciones comerciales

demuestran ser efectivas contra varias enfermedades de los cultivos.



Figura 4: Alternaria alternata: A: Crecimiento en medio Agar Agua (Imagen Propia); B: Conidios
e hifas de vistos al microscopio 6ptico (40X) en cAmara de Neubauer (Imagen propia);
C: Cancros producidos en frutos de tomate (JARDINERIA ON, 2017) y D: Cancros en
hojas (JARDINERIA ON, 2017).

Género Pseudomonas

Pseudomonas spp. (Figura 5) son bacterias baciliformes aerobias, Gram-negativas, y
saprofiticas. Se pueden encontrar tanto en el agua como en el suelo. No forman esporas y las
temperaturas mas favorables para su desarrollo estan entre 25y 30° C, ademas puede crecer en un
rango de temperatura que se extiende desde los 5 a los 42° C. Requieren de pH neutro y no crecen
en condiciones acidas (pH < 4,5). Sus flagelos polares hacen posible su movimiento activo en
liquidos.

Estas bacterias se pueden encontrar tanto en la superficie de las hojas como en raices,

especialmente en la rizésfera, donde se lleva a cabo la colonizacion. La produccidn de antibi6ticos,
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la produccion de quelatos de hierro y enzimas hidroliticas, asi como la competencia por sitios
nutricionalmente favorables hacen a su relevancia como microorganismo benéfico (Gakegne et
al., 2017).

A B

Figura 5: Pseudomonas fluorescens. A: Foto de microscopio electrénico (Bloemberg et al., 2000)
y B: Foto de barrido de microscopio electronico (Brittan et al., 2014).

Agentes de control biolégico (ACB)

Uno de los métodos mas utilizados para contrarrestar las pérdidas en cultivos agricolas
por organismos o plagas causantes de enfermedades, es el uso de pesticidas. Estas son sustancias
quimicas que producen innumerables efectos indeseados sobre el ecosistema, entre ellos se
encuentran la induccion a la generacion de organismos resistentes, la persistencia ambiental de
residuos toxicos, la contaminacion de suelos y recursos hidricos, lo que en su conjunto produce
una alteracion del equilibrio ecoldgico. Conociéndose los efectos adversos que causan los
agroquimicos, actualmente la tendencia en el area agroindustrial, se inclina cada vez mas a la
disminucién tanto de costos en la produccién como de la presencia de residuos de pesticidas en
los productos agricolas y en el medio ambiente, situando asi al control biolégico como una
estrategia dentro del manejo de plagas.

En el mundo, el uso de ACB se muestra como una alternativa ambientalmente segura
para el control de enfermedades de cultivos. Varios agentes bioldgicos poseen efectos antagonistas
contra patdgenos de varias especies vegetales, entre ellos cepas del género Pseudomonas,
demostraron en diversos estudios ser eficaz y se ha considerado como una solucién a largo plazo
en el manejo de cultivos. La simbiosis que existe entre plantas con distintos microorganismos,

como hongos Yy rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas (PGPR) que son aplicados a la
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semilla o al suelo, los cuales logran colonizar la raiz y/o la rizésfera, promoviendo asi la
asimilacion de nutrientes pudiendo ser utilizados como biofertilizantes. En los ultimos afios se
observé un aumento en el uso y desarrollo de biofertilizantes que logran un aumento en la
productividad y calidad de los cultivos (Rodriguez y Ortufio, 2007). Agrobacterium,
Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus entre otros son los géneros mas estudiados como PGPR.
Los ACB representan una alternativa sustentable, compatible con otros mecanismos para el
manejo y control de enfermedades en las plantas (efecto primario), pero ademas pueden estimular
el crecimiento vegetal (efecto secundario). Los beneficios de la inoculacion con microorganismos
beneficiosos pueden reducir el efecto de microorganismos perjudiciales, mejorar la eficiencia en
el uso de fertilizantes y resistencia a estrés abidtico como sequia, deficiencia mineral y salinidad.
Aislamientos rizosféricos del género Pseudomonas de plantas de tomate, han demostrado
capacidad antifngica y promotora del crecimiento vegetal (Rovera et al., 2008), ademas presentan
un efecto supresor sobre las enfermedades a través de la colonizacion de la rizésfera, antibiosis,
produccién de siderdéforos y resistencia sistémica inducida (ISR) (Andrés et al., 2012). Los
in6culos microbianos o sus productos derivados representan una potencial estrategia para el
manejo de enfermedades flngicas, disminuir la severidad y bajar la tasa de propagacion de la
enfermedad, puede ser integrado con otros enfoques de manejo cultural y biol6gico en el marco

de una agricultura sustentable.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis

La inoculacién con Pseudomonas sp. RC-93 reduce la severidad de las enfermedades en

el cultivo de Solanum lycopersicum.
Objetivos

General

Evaluar la efectividad de Pseudomonas sp. RC-93 en la supresion de enfermedades
producidas por Alternaria alternata en Solanum lycopersicum.

Especificos

Determinar la capacidad patogénica de Alternaria alternata en plantas de Solanum
lycopersicum.

Evaluar la capacidad bioantagonista in vitro de Pseudomonas sp. RC-93 frente a
Alternaria alternata.

Establecer la actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria

alternata en postcosecha en frutos.
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MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del ensayo

Los ensayos de este estudio se llevaron a cabo en la Universidad Nacional de Rio Cuarto
(UNRC), en el laboratorio y camara de crecimiento pertenecientes a la catedra de Microbiologia
Agricola de la Facultad de Agronomia y Veterinaria (Figura 6). Los mismos comenzaron a

realizarse en el afio 2017 y finalizaron en 2018.
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Obtencion de cepa fungica de Alternaria alternata y cepa bacteriana
Pseudomonas sp. RC-93 (ACB)

Pseudomonas sp. RC-93 (ACB) fue aislada de la rizosfera de tomate y parcialmente
caracterizadas, con capacidad antifungica y promotoras del crecimiento en tomate.

Alternaria alternata fue aislada de frutos de tomate infectados, con signos caracteristicos
de la enfermedad avanzada.
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Conservacion de cepa fungica de Alternaria alternata y cepa bacteriana

Pseudomonas sp. RC-93.

Para la criopreservacion del hongo patdgeno, se dispensd 1 mililitro (mL) de solucién
estéril (121° C, 20 min) cuya composicion v/v fue glicerol al 10 % y agua destilada, en eppendorf
esteriles. Las esporas del hongo, obtenidas por crecimiento en medio Agar Papa Dextrosa (PDA)
(Anexo 1), se suspendieron en la solucion estéril, a continuacion, se sometio la solucion a un
proceso de congelacion gradual y se almacend a una temperatura de -80° C.

Mientras que en Pseudomonas sp. RC-93 la criopreservacion se realizé dispensando 1
mL de Caldo Tripteina Soya (TSB) (Anexo 1) estéril, a la que se le agrego 10 % v/v de glicerol
en eppendorf estériles. Dicha solucién se sometié a un proceso de congelacion gradual y se
almaceno a una temperatura de -80° C.

Ensayos in vivo en cAmara de crecimiento

Obtencidn del indculo de Pseudomonas sp. RC-93

La suspension de la cepa bacteriana se prepar6 en un Erlenmeyer de 500 mL conteniendo
250 mL de TSB, el cual es un medio liquido para enriquecimiento de uso general (Anexo 1). Dicho
medio fue inoculado con 1 mL de cultivo bacteriano “overnigth”. Posterior incubacion en
agitacion durante 24 h a 28° C, se centrifugd y, por ultimo, las bacterias se resuspendieron en agua

destilada estéril (7 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC)/mL).

Figura 7: Pseudomonas sp. RC-93 (Imagen Propia).
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Obtencion de indculo de Alternaria alternata

La cepa utilizada fue aislada de frutos de tomate naturalmente infectadas y se mantiene
liofilizada en el cepario del laboratorio de Micologia (UNRC). Inicialmente se cultivé en medio
Agar Spezieller N&hrstoffarmer (SNA) (Anexo 1) y se incubd durante 7 a 10 dias a 25° C bajo
ciclos de luz blanca/negra de 12 h (Leslie y Summerell, 2006) a fin de permitir una alta
esporulacidon del cultivo. Se recolectaron las esporas por el agregado de agua destilada (10 mL)
sobre la superficie del cultivo; la suspensién de esporas se filtrd a través de gasas estériles con el
fin de retener talo y/o partes vegetativas y el liquido se trasvaso a un frasco Erlenmeyer de 125
mL. Finalmente fue realizado el recuento de los conidios en camara de Neubauer (camara de
recuento adaptada al microscopio de campo claro o al de contraste de fases), en donde se esper6
determinar la existencia de 1 x 10* conidios/mL. Pero dicha cantidad de conidios necesarios para
llevar a cabo el ensayo, fue escasa con esta técnica obteniéndose un valor mucho menor. Por lo
gue posteriormente se llevd a cabo el cultivo de Alternaria alternata en medio Agar Agua (Anexo
1) (Figura 8) para obtener una mayor esporulacion y se incub6 durante 7 a 10 dias a 25° C. Luego
se realizé la recoleccién de las esporas por el agregado de agua destilada estéril (10 mL) sobre la
superficie del cultivo, la suspension de esporas que se obtuvo se filtrd a través de gasas y el liquido
resultante se trasvaso a un frasco Erlenmeyer de 125 mL. Por Gltimo, se realizé el recuento de los

conidios en camara de Neubauer, en donde se determiné la existencia de 1 x 10* conidios/mL.

Figura 8: Alternaria alternata. A: Crecimiento de Alternaria alternata en Agar Agua y B:
Conidios de Alternaria alternata vistos al microscopio Optico (40X) en camara de

Neubauer (Imagenes propias).
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Desinfeccidn superficial de semillas de tomate (variedad UCO 16)

Para la desinfeccion superficial de las semillas de tomate (UCO 16) se agitaron a las
mismas en una solucion de etanol al 70 % durante un minuto, en una solucién de hipoclorito de
sodio (NaOCl) al 1,5 % durante 3 minutos y finalmente, se lavaron 10 veces con agua destilada
estéril, en agitacion a 200 revoluciones por minuto (rpm).

Las semillas se sembraron en macetas de plastico de 5 litros (L), conteniendo una mezcla
de tierra y arena en una proporcion de 2 a 1. Dicha mezcla fue esterilizada en estufa a 160° C por
3 dias. Luego las mismas se mantuvieron bajo condiciones de camara de cria, con
aproximadamente 25-30° C durante el dia y 10-15° C durante la noche y con un fotoperiodo de 16

horas de luz y 8 horas de oscuridad.
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Figura 9: Semillas de tomate (FLORES y PLANTAS, 2016).

Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en Solanum

lycopersicum

Las semillas desinfectadas se sembraron 5 en macetas de plastico de 5 L, conteniendo
una mezcla de tierra y arena en una proporcion de 2:1. Las plantulas en sus primeros estadios se
regaron con agua estéril, y luego con una solucion nutritiva de Hoagland (Anexo 1). Una vez
germinadas las semillas y con la plantula de tomate desarrollada, se rale6 dejando solo 2 plantas
en la maceta. El ensayo estaba constituido por 36 macetas de las cuales 18 pertenecian al control
negativo y 18 al control positivo, con sus lesiones inoculadas con el patdgeno Alternaria alternata.

A los 25 dias post emergencia cuando la planta de tomate contaba con tres o cuatro hojas

verdaderas completamente desplegadas, las mismas se inocularon con el patégeno fungico con la
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técnica de microlesiones (Figura 10), en la cual se inocula cada hoja en 8 puntos con 10 microlitros
(uL) de una suspension de 1 x 10 conidios/mL, el mismo se llamé control positivo, y un control
negativo, inoculado con la misma técnica, pero con agua estéril.

Los resultados se registraron mediante la determinacion del porcentaje de lesiones
afectadas por hojas y peso seco aéreo.

Figura 10: Evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata. A: Planta joven de tomate; B:

Hoja de tomate con microlesiones control y C: Plantas de tomate.
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Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata

Se empled la misma metodologia para la desinfeccion de semillas, produccion de indculo
bacteriano y fungico como en el punto anterior. Luego de la obtencion de plantulas a los 30 dias
desde la siembra en cdmara de germinacion (Figura 11), se llevo a cabo la coinoculacién de las
raices de estas y el trasplante a maceta. A fin de evaluar la efectividad del agente de control
bioldgico como antagonista frente a Alternaria alternata.

C

Figura 11: Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata. A:

Preparacién de plantulas previo a la realizacion del trasplante; B: Coinoculacién de las
raices de plantulas de tomate y C: Trasplante de plantulas de tomate a macetas previa

inoculacioén de sus raices.
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Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente

Alternaria alternata en frutos de Solanum lycopersicum

Para establecer la actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a
Alternaria alternata se utilizaron frutos de tomate (Figura 12) que se mantuvieron en
almacenamiento a 4° C durante una semana antes del ensayo para descartar posibles afecciones
precedentes con otros patdgenos.

Los mismos se esterilizaron superficialmente por inmersién en una suspensién de
Hipoclorito de Sodio al 2 % durante 2 minutos, se enjuagaron con agua destilada estéril y luego
se secaron bajo camara de flujo laminar. Sobre los frutos de tomate preparados de este modo se
efectuaron heridas de 3 mm de profundidad y 3 mm de diametro sobre la region ecuatorial con
una punta de tip estéril. Inmediatamente después sobre cada una de las heridas se aplicé 20 ul de
una dilucion de Pseudomonas sp. RC-93 a diferentes concentraciones, 10°, 10"y 10° UFC/mL.
Tres horas mas tarde se aplicaron 15 pl de una suspension 10* de conidios/mL de Alternaria
alternata en cada herida. Inmediatamente después fueron secados bajo flujo laminar nuevamente.
El ensayo cont6 con dos tipos de controles, uno sin infestacion el cual fue inoculado solo con agua
destilada estéril denominado control negativo y otro inoculado Gnicamente con Alternaria
alternata Ilamado control positivo.

Los frutos se colocaron en recipientes plasticos protegidos con papel film con la
finalidad de mantener la humedad al 95 %. El ensayo se realizé durante 7 dias a 20° C en una
camara de crecimiento. El sintoma evaluado fue: didmetro de lesion. El disefio fue completamente
aleatorizado y se formé por tres repeticiones. Con los resultados del primer ensayo se decidid
poner a punto la técnica, y se optd por realizar un segundo ensayo de postcoshecha para evaluar
la actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria alternata nuevamente.

En el mismo se utilizé sélo la dilucion de Pseudomonas sp. RC-93 de 10° UFC/mL.
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Figura 12: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
alternata en frutos. A: Frutos de tomate utilizados en el ensayo; B: Heridas realizadas
sobre la regién ecuatorial del fruto y C: Frutos de tomate colocados en los recipientes
plasticos correspondientes a cada experimento.
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Ensayos in vitro

La actividad antifingica de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria alternata se
evalu6 mediante la técnica de cultivo dual en placa (Figura 13). Para ello, se sembr6 con un ansa
en forma de estrias la cepa bacteriana hasta ocupar 1/3 de la superficie de la placa de Petri
conteniendo medio PDA. En el extremo opuesto y a 2 cm del borde, se coloc6 un disco flngico
de Alternaria alternata en activo crecimiento con un diametro de 0,6 cm. Las placas fueron
incubadas a 28° C durante 7-10 dias, para posteriormente medir la zona de inhibicién que el
controlador bioldgico logro frente al patdgeno.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Alternaria alternata se determiné

con la siguiente formula:

% de inhibicién micelial = [((DCA - DCB) / DCA) * 100]

donde:
- DCA= diametro de la colonia de Alternaria alternata en cajas de Petri con Agar
Agua sin Pseudomonas sp. RC-93.
- DCB=diametro de la colonia de Alternaria alternata creciendo en cajas de Petri con

Agar Agua en presencia de Pseudomonas sp. RC-93.
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Figura 13: Ensayo in vitro. A: Cultivo dual en placa de Petri con Agar Agua con Pseudomonas sp.
RC-93 y Alternaria alternata y tratamiento Control; B: Tratamiento de Pseudomonas

sp. RC-93 y Alternaria alternata y C: Tratamiento Control.

Anadlisis estadistico

Para verificar la validez de los supuestos del analisis de varianza (ANAVA), los cuales
son normalidad y homogeneidad de varianzas, se aplicaron las pruebas estadisticas de Shapiro-
Wilks (modificado) y Levene, respectivamente. Comprobados dichos supuestos, se procedié a
realizar los ANAVA correspondientes de cada ensayo. Las variables que presentaron diferencias,
se analizaron mediante comparaciones multiples de medias con la prueba de LSD Fisher (nivel de
significacion < 0,05). Para todos los procedimientos estadisticos se utilizo los programas InfoStat

version 2018 (Di Rienzo et al., 2018) y Excel (Microsoft, 2016).
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Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en Solanum

lycopersicum

El ensayo conto con 18 repeticiones, por lo que en total se utilizaron 36 macetas de
plastico de 5 L con dos plantas de tomate cada una, donde cada maceta represento una repeticion.
El disefio estadistico del ensayo fue completamente aleatorizado. Del total de macetas, 18
pertenecian al control negativo cuyas microlesiones fueron inoculadas con agua estéril, y las 18
restantes formaron parte del control positivo, inoculadas con el patdgeno Alternaria alternata.
Las variables medidas y analizadas fueron porcentaje de lesiones afectadas por hoja y peso seco
aéreo. Para la primera variable (porcentaje de lesiones afectadas por hoja) se realiz6 el analisis de
la varianza correspondiente a un disefio completamente aleatorizado (DCA) con arreglo factorial,
y se compararon las medias con la prueba de LSD Fisher, con un nivel de significacion del 0,05.
El anélisis incluyd tres niveles, microorganismo inoculado, fecha y microorganismo inoculado *
fecha. Mientras que, para la segunda variable (peso seco aéreo), se realizd un analisis de varianza
para conocer si hubo diferencias estadisticas significativas entre las medias del control negativo y
control positivo infestado con Alternaria alternata con respecto al peso seco obtenido en el
ensayo.

Por Gltimo, se realiz6 un andlisis regresion lineal para ver si existe relacion entre

porcentaje de lesiones afectadas por hojas y fecha.

Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata

Este ensayo se llevo a cabo con el fin de evaluar la efectividad del agente de control
biolégico como antagonista frente a Alternaria alternata. El disefio estadistico de este fue
completamente aleatorizado.

El ensayo tuvo 8 repeticiones, cada una representada por una maceta con dos plantas.
Por lo que en 8 de ellas las raices desnudas de las plantas de tomate fueron tratadas
simultaneamente con Alternaria alternata y Pseudomonas sp. RC-93, mientras que las plantas de
las 8 macetas restantes pertenecian al correspondiente experimento control cuyas raices fueron

inoculadas solo con agua estéril.

Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria

alternata en frutos de Solanum lycopersicum

En dicho ensayo, sobre las lesiones realizadas en la region ecuatorial de los frutos de

tomate se aplicé una dilucion de Pseudomonas sp. RC-93 a diferentes concentraciones. Las
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diluciones de microorganismos con la cual fueron inoculadas dichas lesiones fueron Pseudomonas
sp. RC-93 10°10" y 10° UFC/mL. Ademas, otras tres diluciones estuvieron compuestas por
Pseudomonas sp. RC-93 con las mismas concentraciones mencionadas con anterioridad, a los
cuales se aplicd conjuntamente tres horas mas tarde una suspension de conidios de Alternaria
alternata en cada herida. Asimismo, el ensayo conto con dos tipos de controles, uno sin
infestacion, en donde a la herida realizada en los tomates se le coloco agua destilada estéril,
denominado control negativo y otro inoculado Unicamente con Alternaria alternata llamado
control positivo.

La variable evaluada fue el didmetro de las lesiones. El disefio estadistico del ensayo fue
completamente aleatorizado, con tres repeticiones, donde cada repeticion fue representada por tres
tomates colocados en un recipiente plastico.

En el segundo ensayo de postcosecha se utilizd sélo la dilucion de Pseudomonas sp. RC-
93 de 10° UFC/mL para realizar las pertinentes inoculaciones. Por lo que hubo solo tres diluciones,
en la primera sobre las lesiones de los frutos de tomate solo se aplic6 Pseudomonas sp. RC-93, en
la segunda ademas de Pseudomonas sp. RC-93 de 10° UFC/mL, se administro una suspension de
Alternaria alternata en cada herida, y por tltimo el control en el cual se aplic6 agua estéril en cada
una de las lesiones de los frutos de tomate.

La variable evaluada, el disefio experimental, el nimero de repeticiones fueron iguales
a los utilizados en el primer ensayo.

Los datos obtenidos en los dos ensayos realizados se procesaron mediante un analisis de
la varianza para poder determinar si existio diferencias estadisticas significativas entre las medias
en cuanto al diametro de las lesiones, utilizando como comparacion a LSD Fisher con un nivel de
significacion del 0,05. ElI mismo conto con tres niveles, entre ellos microorganismo inoculado,
fecha y microorganismo inoculado * fecha.

Ademas, se realizd un andlisis de regresion lineal para conocer si hay relacion entre las

variables diametro de las lesiones y fecha.

Ensayos in vitro

El mismo se realizé en 3 tratamientos, el primero correspondiente al control en el que
cada placa de Petri contuvo solo un disco fungico de Alternaria alternata en activo crecimiento.
En el segundo llamado simultaneo, se sembrd 1/3 de la superficie de cada placa de Petri en forma
de estrias con la cepa bacteriana y se coloc6 un disco fungico de Alternaria alternata en forma
inmediata en el extremo opuesto, y por ultimo el tratamiento desfasado, en el cual en un primer
momento se sembro la placa de Petri con Pseudomonas sp. RC-93 y luego 48 horas mas tarde se

coloco el disco fungico de Alternaria alternata.
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Cada tratamiento conto con 5 repeticiones, donde cada una se representd por una placa
de Petri. El disefio estadistico del ensayo al igual que en los anteriores fue completamente
aleatorizado.

Los resultados se registraron mediante la determinacion del crecimiento fungico de cada
placa de Petri en centimetros y mediante el calculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de Alternaria alternata por parte del ACB.

Por otro lado, se llevo a cabo un andlisis de la varianza para poder determinar si hay
diferencias estadisticas significativas en las medias entre los diferentes tratamientos en cuanto
crecimiento flngico y el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo patégeno,

utilizando como metodologia de comparacion a LSD Fisher con un nivel de significacion del 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos in vivo en camara de crecimiento

Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en Solanum

lycopersicum

En los ensayos in vivo realizados se midi6 el porcentaje de infestacion del patdgeno en
plantas de tomate mediante la metodologia de lesion e inoculacién tanto en el experimento
Alternaria alternata y control.

La sintomatologia del patdgeno en las hojas de las plantas se present6 progresivamente
en el tiempo. Esto se produce principalmente por la forma de propagacion de la infestacion en la
planta huésped realizada por el hongo Alternaria alternata en la cual, desde la infestacion y
multiplicacion de sus estructuras generd una progresiva destruccion de los tejidos del mesoéfilo de
la hoja a través de la reduccién del potencial fotosintético en un proceso relativamente lento, donde
una infestacion condujo a la formacion de lesiones necréticas, en la que el hongo reside en el
centro de la lesion, rodeado por un halo clorético no invadido. Esta zona es creada por la difusién

de metabolitos fungicos como se observa en la figura 14 (Thomma, 2003).
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Figura 14: Ensayo de patogenicidad de Alternaria alternata: Evolucion de las lesiones en el
tiempo dias desde la inoculacion (DDI). A: Control 7 DDI; B: Planta inoculada con
Alternaria alternata 7 DDI; C: Control 17 DDI; D: Planta inoculada con Alternaria
alternata 17 DDI; E: Control 27 DDI y F: Planta inoculada con Alternaria alternata 27
DDI.

Esto permitié mediante el analisis de la varianza, observar en primer lugar las diferencias
estadisticas existente entre las medias en el porcentaje de infestacion entre las plantas cuyas
lesiones fueron inoculadas con el microorganismo Alternaria alternata (control positivo) y control
negativo sin infestar para cada una de las fechas donde se tomaron los datos. El porcentaje de
lesiones infestadas que presentaron sintomatologia de la enfermedad en el control positivo en las
diferentes lecturas (que se realizaron en tres fechas diferentes) fue progresivamente mayor en el

tiempo y junto a esto, mayor la diferencia observada frente al comparado con el control negativo
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sin inocular (Figura 15). En la primera medicion, la cual se llevo a cabo el dia 01/09/2017 se
obtuvo una media de 43,38 % de lesiones infestadas, en aquellas plantas que fueron inoculadas
con el microorganismo Alternaria alternata, mientras que solo un 4,14 % en el control negativo;
para la segunda, realizada el 11/09/2017 un 79,94 % de las lesiones resultaron afectadas en el
control positivo mientras que solo un 5,6 % en el control negativo; y por Gltimo se obtuvo una
media del 97,59 % de lesiones infestadas en el control positivo y solo un 8,2 % en el control
negativo para la tercera toma de datos llevada a cabo el 18/09/2017 (Anexo 2.1).

Por otra parte, en cuanto a la diferencia entre las medias en el porcentaje de infestacidn
de las lesiones que fueron inoculadas con el microorganismo y el control negativo en las diferentes
fechas en las que se registraron los datos, se observa que, para el control negativo, no existe
diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes fechas. Mientras que para las
lesiones que fueron infestado con Alternaria alternata si hubo diferencias estadisticas
significativas entre las medias (Figura 15, anexo 2.1).

El aumento que se produjo en el porcentaje de infestacion en las diferentes lecturas puede
estar asociado a la aparicion mas diferenciada de los sintomas a través del tiempo y la capacidad
de observarlos efectivamente en el momento de toma de datos del ensayo. Un aspecto a tener en
cuenta es que las lesiones afectadas por el patégeno en el control negativo podrian asociarse tanto
al error experimental como a la infestacién cruzada por contacto entre plantas de diferentes

macetas o, por la producida por in6culo secundario.

27



100 D
90
80
70
60

50 B

40

30

2

10

%o de Imnfestacion

.
o

Control sin Inocular - [Ilf'[lgf'l?l
Control sin Inocular - 11!09;’1?«.

Control sin Inocular - 18/09/17
Alternaria altermata - 0170917
Alternaria altermata - 1L1/09/17
Alternaria altermata - 1L8/09/17

Figura 15: Evaluacion de la patogenicidad de Alternaria alternata: porcentaje de infestacion de la

cepa en tres fechas diferentes.

Ademas, en el andlisis de varianza se logro observar las diferencias estadisticas existente
entre las medias en el porcentaje de infestacion entre el control positivo cuyas lesiones fueron
infestadas con Alternaria alternata y el control negativo para el conjunto de los datos (tres fechas)
gue se obtuvieron a lo largo del ensayo (Anexo 2.1). En este caso, las diferencias entre ambos
controles, fueron estadisticamente significativas obteniéndose un p-value <0,0001.

Los resultados demuestran que la cepa microbiana utilizada es efectiva en el desarrollo
de la enfermedad del cultivo y existen diferencias significativas en el porcentaje de infestacion
entre los mismos (Figura 16). Coincidiendo con Blancard (2012) quien describe la importancia
del patogeno en el cultivo de tomate y la importancia del manejo cultural de la misma coordinando

metodologias biotecnoldgicas eco amigables.
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Figura 16: Evaluacion de la patogenicidad de Alternaria alternata.

Por otra parte, mediante un andlisis de regresion lineal, se observé que, el nimero de
lesiones infestadas con Alternaria alternata que presentaron sintomatologia de la enfermedad
aumentaron con el tiempo (Figura 17). Y se obtuvo para el control positivo infestado con el
patégeno la ecuacién lineal que describié su comportamiento en el ensayo, la cual fue
y = 3,2205x — 138369.
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Figura 17: Ensayo de patogenicidad de Alternaria alternata: porcentaje de infestacion con
Alternaria alternata en el control positivo.

Por Gltimo, mediante un andlisis de varianza se determind que las plantas cuyas lesiones
fueron inoculadas con Alternaria alternata y las del control negativo, no presentaron diferencias
estadisticas entre las medias del peso seco, esto se podria explicar debido a que se utilizé plantas
muy uniformes en el estadio fenoldgico, y ademas fueron consideradas para su calculo las hojas
enfermas que se presentaban. Por lo tanto, como se menciona con anterioridad no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los experimentos como se observa en la Figura 18.

En la Figura 19 se puede apreciar de modo complementario el dato de peso seco total
medido en gramo y en porcentaje para cada experimento.

Este estudio deberia convalidarse con nuevos ensayos para lograr conclusiones
apreciables, ademas seria necesario ajustar el método utilizado y profundizarlo con estudios

complementarios.
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Figura 18: Patogenicidad de Alternaria alternata: Peso Seco medido en gramos (g) para los
experimentos de Control negativo y Alternaria alternata.
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Ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata

En este ensayo las raices desnudas de las plantas fueron inoculadas con Pseudomonas
sp. RC-93 y en forma simultanea sus las hojas se inocularon con Alternaria alternata mediante la
técnica de microlesiones descripta con anterioridad, junto con sus respectivos controles. Los
resultados obtenidos en primera instancia no fueron los esperados, posiblemente debido las
condiciones ambientales de la camara de crecimiento. La intensidad luminica no habria sido la
necesaria para el crecimiento de las plantas, ya que en un primer intento se diagnosticd que las
mismas sufrieron una carencia de luz de espectro rojo. En el segundo ensayo esta dificultad fue
salvada, tras el agregado de luz del espectro rojo, pero no se pudo controlar la temperatura de la
camara, la cual resultaba muy elevada, ya que el climatizador no cumplia con los requerimientos
por su antigliedad (Figura 20); por lo tanto, nuevamente fue fallido (Tabla 3), se cree que seria
necesario ajustar el método utilizado y profundizarlo con otros estudios complementarios que se

realizaran durante el afio 2019.
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Figura 20: Ensayo en cdmara de cria de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria
alternata: A: Inoculacion de las raices; B: Trasplante a maceta; C: Primer ensayo y D:
Segundo ensayo con agregado de luz de espectro rojo.

Tabla 3: Resultados ensayo de antagonismo Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata en
macetas. Referencias: V: planta viva; M: planta muerta; S: planta senescente.

Pseudomonas sp.

Maceta /
_ RC-93 Control
Experimento
10° UFC/mL
1 M M
2 \Y M
3 \% \%
4 M M
5 S M
6 S M
7 \Y \Y
8 M S
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Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente

Alternaria alternata en frutos de Solanum lycopersicum

En postcosecha se realiz6 dos ensayos con frutos de tomate. En el primero se llevo a
cabo 6 inoculaciones distintas con microorganismos, y se realizaron los correspondientes controles
(Ver materiales y métodos).

Al analizar las medias en una primera instancia mediante un gréfico de barras (Figura
21), se pudo observar el similar comportamiento de las medias del area infestada del Control, y
las diluciones de miroorganismos Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, Pseudomonas sp. RC-
93 10" UFC/mL y Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL en las dos fechas (02/05/2018 y
08/05/2018). Otro grupo que tuvo un comportamiento similar fue el de aquellos tomates que
fueron inoculados con los microorganismos Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10°
UFC/mL, Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10’ UFC/mL y Alternaria alternata +
Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, con la salvedad de que este Gltimo tuvo menor éarea de
infestacion en la primera toma de datos y, por ultimo, se observd que las lesiones de los frutos que
fueron infestadas solo con Alternaria alternata tuvo mayor media de area de infestacion en las dos
tomas de datos dado que el patégeno crecio sin limitantes.

Demostrandose en esta menor media de area infestada de los frutos que fueron
inoculados tanto con PGPR como con el patégeno, la importancia de Pseudomonas sp. RC-93
como bhiocontrolador. Esta observacién coincide con los resultados obtenidos por Guerra et al.
(2011) quienes demostraron que inoculaciones con Pseudomonas spp. disminuyen la incidencia
de hongos patdgenos en los frutos de otro cultivo, debido a que se logra disminuir presion ejercida
por mismos, mediante la produccién de uno o mas metabolitos, dentro de los que se encuentran

sidero6foros, antibidticos, cianuro y enzimas liticas.
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Figura 21: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
alternata en frutos de tomate.

En base a lo descripto con anterioridad se realiz6 un andlisis de varianza en el cual en
primer lugar se observé la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de la superficie afectada de cada tomate medida en centimetros cuadrados a lo largo del
ensayo entre aquellos que fueron inoculados con el microorganismo Alternaria alternata y los
demas (Control, Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, Pseudomonas sp. RC-93 10’ UFC/mL,
Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10°
UFC/mL, Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10’ UFC/mL y Alternaria alternata +
Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL) (Figura 22, anexo 2.2), coincidiendo con Trujillo et al.
(2007), quien concluyo que Pseudomonas sp. ejerce un efecto antagdnico e inhibitorio en diversos

hongos entre ellos Alternaria alternata.
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Figura 22: Ensayo de actividad bioantagonista: Superficie afectada de cada tomate.

Al analizar el comportamiento de las diversas inoculaciones que se realizaron en las dos
fechas en las que se efectuaron las correspondientes tomas de datos, se observo que en la primer
de ellas (02/05/2018) no hubo diferencias estadisticas significativas entre las medias de la
superficie infestada de los tomates de las inoculaciones realizadas (Pseudomonas sp. RC-93 10°
UFC/mL, Pseudomonas sp. RC-93 10" UFC/mL, Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL,
Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, Alternaria alternata +
Pseudomonas sp. RC-93 10”7 UFC/mL, Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10°
UFC/mL, Alternaria alternata y Control) (Figura 23 y 24, anexo 2.2).

Del analisis anteriormente realizado, se destacé la falta de diferencias estadisticas
significativas entre las medias de las diversas inoculaciones realizadas en el ensayo con las medias
de los tomates que fueron inoculados solo con Alternaria alternata, esto puede deberse a que al
inicio la enfermedad se propaga méas lentamente hasta que se establece, coincidiendo con lo
observado en el ensayo de evaluacion de la patogenicidad de Alternaria alternata donde se
produjo una aparicién mas diferenciada de los sintomas a través del tiempo al inicio mucho més
lenta debido a la forma de propagacion caracteristica del hongo Alternaria alternata.

En la segunda fecha (08/05/2018) por su parte, se observd la existencia de diferencias
estadisticas significativas entre las medias de la superficie infestada de los tomates inoculados solo
con el patégeno Alternaria alternata y las demas inoculaciones (Pseudomonas sp. RC-93 10°
UFC/mL, Pseudomonas sp. RC-93 10’ UFC/mL, Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL,
Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, Alternaria alternata +

Pseudomonas sp. RC-93 107 UFC/mL, Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10°
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UFC/mL y Control), lo que manifestaria la efectividad del PGPR (Pseudomonas sp. RC-93),
demostrando su efecto biocontrolador sobre el patdgeno Alternaria alternata (Figura 23 y 24,
anexo 2.2). Coincidiendo con los resultados que obtuvieron Gakegne et al. (2017) al demostrar el
efecto inhibitorio, fungicida y fungistatico de Pseudomonas sp. frente Alternaria spp. en un cultivo
diferente (papa).

Como se menciond anteriormente los tomates que fueron inoculados con Alternaria
alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-
93 107 UFC/mL y Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL no presentaron
diferencias estadisticas significativas en las medias en ninguna de las dos fechas de evaluacién
(02/05/2018 y 08/05/2018), por lo que el control del avance del patégeno fue efectivo y similar en
todas las diluciones del PGPR utilizadas. Cabe destacar que al lograrse un control equivalente de
Alternaria alternata con una menor concentracion bacteriana (Pseudomonas sp. RC-93 10°
UFC/mL) al inocular el fruto de tomate es muy importante, ya que se coloca menor concentracion
de un agente externo a la planta para el control del hongo patégeno. Lo que seria muy beneficioso
no solo desde el punto de vista econémico, sino que también desde el punto de vista ecoldgico y

sustentable.
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Figura 23: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
alternata en frutos de tomate: Superficie afectada de cada tomate en cada inoculacion

para las dos fechas.
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Figura 24: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria

alternata en frutos: Evolucion de las lesiones en las diversas inoculaciones. A: Control;
B: Alternaria alternata 10* conidios/mL; C: Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL; D:
Pseudomonas sp. RC-93 10" UFC/mL; E: Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL; F:
Alternaria alternata 10* conidios/mL + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL; G:
Alternaria alternata 10* conidios/mL + Pseudomonas sp. RC-93 10" UFC/mL y H:
Alternaria alternata 10* conidios/mL + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL.

Teniendo en cuenta lo analizado anteriormente se llevd a cabo un segundo ensayo de
postcosecha en frutos de tomate, los cuales fueron inoculandolos solo con Alternaria alternata +
Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL ademas de los correspondientes controles.

En este, se observd a modo introductorio en un primer andlisis realizado en base a un
grafico, que la media del area infestada tanto de los frutos que fueron inoculados con los
microorganismos como de los controles, fue similar en las tomas de datos de los dias 20/05/2018
y 21/05/2018, dado que al inicio la enfermedad se propaga mas lentamente hasta que se establece.
Mientras que en las siguientes tomas de datos de los dias 27/05/2018, 01/06/2018 y 04/06/2018
los tomates del Control y los infestados con Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10°
UFC/mL tuvieron un menor incremento del area afectada en el tiempo con respecto a los
infestados solo con Alternaria alternata. Lo que manifestaria la efectividad de la cepa de
Pseudomonas sp. RC-93, demostrando su efecto biocontrolador sobre el patdégeno (Figura 25).
Similares resultados obtuvieron Gakegne et al. (2017) al demostrar el efecto inhibitorio, fungicida
y fungistatico de Pseudomonas sp. frente Alternaria spp. en un cultivo diferente (papa).

Ademas, los resultados obtenidos coincidieron con lo observado en el ensayo de
evaluacion de la patogenicidad de Alternaria alternata y en el primer ensayo de postcosecha en

frutos de tomate, donde se produjo una aparicién mas diferenciada de los sintomas a través del
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tiempo. Al inicio, la manifestacion de la actividad del patdgeno en el hospedante fue mucho méas
lenta debido a la forma de propagacion caracteristica del hongo Alternaria alternata (Figura 25),
en concordancia con lo descripto por Thomma (2003).
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Figura 25: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria

alternata en frutos de tomate.

Los centimetros cuadrados de infestacion de los tomates de las distintas inoculaciones
efectuadas, se evaluaron a lo largo de cada una de las fechas de toma de datos, y a través de un
analisis de regresion lineal se obtuvieron las siguientes ecuaciones lineales y = 0,0958x — 4142,7
con un r2 = 0,896 la cual describe el comportamiento del area infestada a lo largo del ensayo de
los tomates inoculados con Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL a lo largo
del ensayo. Para el area de los tomates cuyas lesiones fueron infestadas solo con Alternaria
alternata la ecuacion lineal que se obtuvo fue y = 0,2506x — 10834 con un r2 = 0,88. Por otro lado,

la correspondiente al Control fue y = 0,1213x — 5242,5 con un r2 = 0,96 (Figura 26).
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Figura 26: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria
alternata en frutos de tomate. A: Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10°

UFC/mL; B: Control y C: Alternaria alternata.

En el andlisis de varianza se demostré que existen diferencias estadisticas significativas
en las medias de la superficie afectada de cada tomate entre el control infestado con el patdgeno y
los infestados con Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL, a lo largo del
ensayo (Figura 27, anexo 2.2), con un p-valie < 0,0001.

Cabe aclarar que, entre los frutos inoculados con Alternaria alternata + Pseudomonas
sp. RC-93 10° UFC/mL, y Control sin afectar no hubo diferencia significativa, sin embargo, ambos
se diferenciaron con el Control infestado con Alternaria alternata (Figura 28). Lo que demostraria

una gran eficiencia de Pseudomonas sp. RC-93 en el control del patégeno.
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Figura 27: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria
alternata en frutos de tomate.
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C

Figura 28: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente Alternaria

alternata en frutos: Evolucion de las lesiones de las diversas inoculaciones. A: Control;
B: Alternaria alternata 10* conidios/mL y C: Alternaria alternata 10* conidios/mL +
Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL.

Ademas, en el analisis estadistico se observd las diferencias estadisticas existente entre
las medias de la superficie afectada en las diversas fechas en las que se realizo la recoleccion de
datos entre los experimentos.

Para la primera y segunda fecha de toma de datos no se observan diferencias estadisticas
significativas entre las suspensiones. Esto puede deberse a que dichas tomas de datos se realizaron
en una fecha préxima al inicio del ensayo, en la que el patdgeno no tuvo suficiente tiempo para
colonizar la lesion debido a las caracteristicas de su proceso de infestacién como se mencion6 con
anterioridad. En la tercer fecha correspondiente al dia 27/05/2018, comienza a observarse
diferencias estadisticas significativas entre las medias del &rea infestada de los tomates inoculados
con Alternaria alternata + Pseudomonas sp. RC-93 10° UFC/mL y Control sin infectar
comparados a los infestados con Alternaria alternata, lo mismo sucede en las fechas subsiguientes
(01/06/2018 y 04/06/2018). Lo que demostraria nuevamente la gran eficiencia de Pseudomonas
sp. RC-93 en el control del hongo patégeno Alternaria alternata en frutos de tomate (Figura 29,
anexo 2.2).

Por otra parte, se observé un aumento de las medias de la superficie infestada en el
control sin inocular, el factor que explicaria esto, que ademés afecta a la velocidad de avance del
patdgeno en los demas frutos inoculados con microorganismos es la maduracion del fruto. Debido
aque con el avance de la misma se producen cambios fisiolégicos como la pérdida de peso causada
por la transpiracion del vapor de agua y de los compuestos volatiles, ademas de las pérdidas de

compuestos producidas por la respiracion del fruto en la cual se utilizan principalmente azucares
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simples. Esto produce un notable deterioro en la epidermis y es un factor causal del ablandamiento
de los frutos. Ademas, se observa un aumento de los sélidos solubles totales (SST) debido a la
hidrolisis del almiddn, en disacaridos y monosacaridos como sacarosa, fructuosa y glucosa, lo cual
es utilizado por los diversos patdgenos a los que esté expuesto el fruto como fuente de energia. En
la textura del fruto se produce una disminucién de la firmeza, por la hidrolisis de componentes
pépticos, celulosa y hemicelulosa. Esto se puede evidenciar ademés en los cambios de la
microestructura de los tejidos internos, ya que en etapas no avanzadas de madures se observan las
paredes celulares bien definidas, mientras que adelantada la misma el interior de las células tiene
apariencia dendritica, por el pasaje de liquido celular a espacios intercelulares (Marquéz et al.,
2007).Todo esto favorece el ataque de patdgenos, ya que se benefician de la debilidad estructural
del fruto y de la mayor disponibilidad de nutrientes disponibles para su crecimiento. Esto
explicaria el aumento en la media del area infestada de los tomates del control cuyas lesiones
fueron inoculadas con agua destilada estéril y la mayor infestacién observada en los tomates
tratados con Alternaria alternata, ya que el patégeno tendria mayor disponibilidad de nutrientes
para acelerar su crecimiento, y ademas segun Thomma (2003) los tejidos debilitados, son mas

susceptibles a la infestacion por Alternaria alternata.
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Figura 29: Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente a Alternaria

alternata.
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Ensayos in vitro

En los ensayos in vitro de Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria alternata se observo
que la bacteria produjo el efecto antagonista esperado en el desarrollo del patégeno. Esto se reflejo
en el andlisis estadistico de la varianza, donde se analiz6 la diferencia estadistica entre las medias
existente en el crecimiento fangico del hongo Alternaria alternata entre los tratamientos del
ensayo. En el mismo se obtuvo un p-valte < 0,0001, mostrando, que hubo diferencias estadisticas
significativas entre el control y los tratamientos en los cuales estuvo presente Pseudomonas sp.
RC-93 (Desfasado y simultaneo) (Figura 30, anexo 2.3). Esta reduccion en el crecimiento del
patégeno demostraria el efecto biocontrolador de la cepa bacteriana, coincidiendo con los
resultados observados por Trujillo et al. (2007) y Gakegne et al. (2017), quienes demostraron el
efecto inhibitorio del crecimiento de Pseudomonas sp. frente al hongo patégeno Alternaria spp.
en los cultivos de maiz y papa, respectivamente. Ademas, mencionan que los posibles mecanismos
involucrados en la inhibicion pueden ser la produccion de antibiéticos, de quelatos de hierro y

enzimas hidroliticas, asi como también la competencia por sitios nutricionalmente favorables.
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Figura 30: Ensayo in vitro de biocontrol en siembra simultanea y desfasada de Pseudomonas sp.

RC-93 vs. Alternaria alternata.

En el método de siembra desfasada y simultanea, se observdé como se menciond
anteriormente un menor desarrollo del patégeno en presencia del biocontrolador, en el cual él
porcentaje de inhibicion de crecimiento del patégeno fue en el tratamiento desfasado

aproximadamente del 46,68 % (Figura 31). Mientras que el porcentaje de inhibicién de
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crecimiento en el tratamiento en el cual se coloc6 en forma simultanea a Alternaria alternata y
Pseudomonas sp. RC-93 fue menor, aproximadamente del 33,27 % (Figura 32). Si bien el andlisis
de la varianza mostré que no existe diferencia estadistica entre estos dos tratamientos (Figura 34),
esta tendencia en la cual se produce un menor crecimiento del hongo patégeno en el tratamiento
desfasado se explicaria por la ventaja competitiva dado por el mayor tiempo de crecimiento de
Pseudomonas sp. RC-93 en ausencia del Alternaria alternata lo que permitié la produccion de
metabolitos secundarios capaces de inhibir el crecimiento del hongo, pero esto deberia
convalidarse con nuevos ensayos y profundizarlo con estudios complementarios.

Similar resultado obtuvo Villa et al. (2005) quien indico que Pseudomonas sp. es capaz
de producir una inhibicion del crecimiento micelial de entre un 60 y 90 %, por la excrecion de los
metabolitos sider6foros y metabolitos antimicrobianos, siendo muy importante en el control

biolégico de una gran variedad de patdgenos de plantas.
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Figura 31: Ensayo de biocontrol en siembra simultanea de Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria

alternata.
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Figura 32: Ensayo de biocontrol en siembra desfasada de Pseudomonas sp. RC-93 vs. Alternaria
alternata.

Lo anteriormente descripto se observa al comparar en un grafico de lineas el
comportamiento que tuvieron los dos tratamientos en el porcentaje de inhibicion de crecimiento

de Alternaria alternata en cada una de las repeticiones (Figura 33).
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Figura 33: Ensayo de biocontrol en siembra desfasada y simultaneo de Pseudomonas sp. RC-93

vs. Alternaria alternata.
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Figura 34: Ensayo de biocontrol in vitro en siembra desfasada y simultaneo de Pseudomonas sp.
RC-93 vs. Alternaria alternata.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos in vivo muestran la efectividad de la cepa de Alternaria
alternata en la infestacién producida en el cultivo de tomate. En los ensayos in vitro de siembra
simultanea y desfasada del patégeno y el agente de control bioldgico (ACB), pudo demostrarse la
capacidad antagonista de la cepa de Pseudomonas sp. RC-93 frente al desarrollo del patdgeno.
Con respecto a la inoculacion conjunta de raices y hojas en plantulas atn debe ajustarse la técnica;
seria necesario continuar con los estudios para determinar si es factible o no la metodologia. En
los ensayos postcosecha en frutos de tomates, se pudo comprobar la capacidad del ACB para
disminuir el tamafio de las lesiones producidas por Alternaria alternata. Los hallazgos del presente
estudio podrian generar una oportunidad prometedora en el control biolégico del patdgeno
Alternaria alternata en el cultivo de tomate, y utilizarse para la formulacion de una estrategia

eficaz y ecoldgica en el tratamiento de la enfermedad en reemplazo a pesticidas quimicos.
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ANEXO 1

Agar Papa Dextrosa (PDA)
- Papa 300 g.

- Dextrosa 20 g.

- Agar 20 g.

- Agua c. s. p. 1000 mL.

Para la preparacion del medio utilizaron papas las cuales se pelaron, cortaron y luego se
hirvieron. Luego se exprimieron en tres capas de gasa, colocando el producto obtenido un matraz.
Luego se le agrego al mismo afiada la dextrosa y el agar, y se aforo a un litro. Por dltimo, se
esterilizo el medio por 20 minutos a 15 libras de presién. Ya con el medio este casi frio se vertio

en las cajas de Petri.

Agar Tripteina Soya (TSB)

- Tripteina 17,0 g.

- Peptona de soya 3,0 g.

- Cloruro de sodio 5,0 g.

- Fosfato dipotasico 2,5 g.
- Glucosa 2,5 g.

- Agar 15 g.

- Agua c. s. p. 1000 mL.

- pH final 7,3.

Agar Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)

- Fosfato monopotasico 1g.
- Nitrato de potasio 1 g.

- Sulfato de magnesio 0.5g.
- Cloruro de potasio 0.5g.

- Glucosa 0.2g.

- Sucrosa 0.2g.

- Agar 20g.

- Aguac. s. p. 1000 mL.
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Agar Agua 3%

- Agar 30 g.
- Aguac. s. p. 1000 mL.

Solucién nutritiva de Hoagland

- 2M KNO3 202 g/L

- 1M Ca(NO3)2-4H20 236 g/0.5L
- Hierro 15 g/L

- 2M MgS0O4-7H20 493 g/L
- 1M NH4NO3 80 g/L

- H3BO3 2.86 g/L

- MnCI2-4H20 1.81 g/L

- ZnS04-7H20 0.22 g/L

- CuS04-5H20 0.051 g/L

- H3Mo04-H20 0.09 g/L

- Na2Mo04-2H20 0.12 g/L
- 1M KH2PO4 136 g/L
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ANEXO 2

2.1 - Ensayo de evaluacion de patogenicidad de Alternaria alternata en

Solanum lycopersicum
Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv

o

% de Infeccidn 621 0,71 0,71 57,80

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 876767,03 5 175353, 41 298,53 <0,0001
Microorganismo inoculado 707795,47 1 707795,47 1204,97 <0,0001
fecha 90204, 71 2 45102, 35 76,78 <0,0001
Microorganismo inoculado *fecha 68258,15 2 34129,08 58,10 <0,0001
Error 361247,66 615 587,39
Total 1238014,69 620
Microorganismo inoculado Medias n E.E.

Control sin inocular 5,98 291 1,42 A
Alternaria 73,64 330 1,33 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,92443

Error: 587,3946 gl: 615

fecha Medias n E.E.
01/09/2017 23,76 207 1,69 A
11/09/2017 42,77 207 1,69 B
18/09/2017 52,89 207 1,69

C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=5,55547

Error: 587,3946 gl: 615

Microorganismo inoculado fecha Medias n E.E.
Control sin inocular 01/09/2017 4,14 97 2,46 A
Control sin inocular 11/09/2017 5,60 97 2,46 A
Control sin inocular 18/09/2017 8,20 97 2,46 A
Alternaria 01/09/2017 43,38 110 2,31
Alternaria 11/09/2017 79,94 110 2,31
Alternaria 18/09/2017 97,59 110 2,31

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv

PesoSecoxMaceta 36 0,03 0,00 48,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,18 1 0,18 0,93 0,3414
Microorganismo inoculado 0,18 1 0,18 0,93 0,3414
Error 6,65 34 0,20
Total 6,83 35
Microorganismo inoculado Medias n E.E.
Alternaria 0,84 18 0,10
Control 0,98 18 0,10

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)



2.2 - Ensayo de actividad bioantagonista de Pseudomonas sp. RC-93 frente

Alternaria alternata en frutos de Solanum lycopersicum

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Ccv

SUP INF 58 0,66 0,54 36,28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 29,17 15 1,94 5,50 <0,0001
Microorganismo inoculado 17,07 7 2,44 6,90 <0,0001
Fecha 4,52 1 4,52 12,78 0,00009
Microorganismo inoculado*Fecha 5,70 7 0,81 2,30 0,0442
Error 14,85 42 0,35
Total 44,02 57

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,53554

Error: 0,3535 gl: 42

Microorganismo inoculado Medias n E.E.

PSEU 109 1,18 6 0,24 A

PSEU 107 1,24 6 0,24 A

PSEU 105 1,28 6 0,24 A
CONTROL 1,34 12 0,17 A
ALT+PSEU 105 1,55 6 0,24 A
ALT+PSEU 109 1,63 6 0,24 A
ALT+PSEU 107 1,68 6 0,24 A
ALTERNARTIA 2,78 10 0,19 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

FECHA Medias n E.E.
02/05/2018 1,29 29 0,11 A
08/05/2018 1,87 29 0,11 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)



Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,75737

Error: 0,3535 gl: 42

Microorganismo inoculado FECHA Medias n E.E.

PSEU 109 02/05/2018 1,00 3 0,34 A
PSEU 107 02/05/2018 1,07 3 0,34 A
CONTROL 02/05/2018 1,12 6 0,24 A
PSEU 105 02/05/2018 1,13 3 0,34 A
ALT+PSEU 105 02/05/2018 1,30 3 0,34 A
PSEU 109 08/05/2018 1,37 3 0,34 A
PSEU 107 08/05/2018 1,40 3 0,34 A
PSEU 105 08/05/2018 1,42 3 0,34 A
ALT+PSEU 109 02/05/2018 1,43 3 0,34 A
ALT+PSEU 107 02/05/2018 1,53 3 0,34 A
CONTROL 08/05/2018 1,56 6 0,24 A
ALTERNARIA 02/05/2018 1,76 5 0,27 A
ALT+PSEU 105 08/05/2018 1,80 3 0,34 A
ALT+PSEU 107 08/05/2018 1,82 3 0,34

ALT+PSEU 109 08/05/2018 1,82 3 0,34

ALTERNARIA 08/05/2018 3,79 5 0,27

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)



Analisis de la varianza

Variable N R? R2? Aj Cv

SUP INF 60 0,92 0,90 17,32

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 75,47 14 5,39 39,35 <0,0001
Microorganismo inoculado 14,43 2 7,21 52,65 <0,0001
Fecha 51,21 4 12,80 93,45 <0,0001
Microorganismo inoculado*Fecha 9,84 8 1,23 8,98 <0,0001
Error 6,17 45 0,14
Total 81,64 59

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,19657

Error: 0,1370 gl: 45

Microorganismo inoculado Medias n E.E.

PSEU+ALT 1,78 20 0,08 A
CONTROL 1,80 20 0,08 A
ALTERNARIA 2,83 20 0,08 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,25377

Error: 0,1370 gl: 45

FECHA Medias n E.E.
20/05/2018 1,08 12 0,11 A
21/05/2018 1,21 12 0,11 A
27/05/2018 2,13 12 0,11 B
01/06/2018 2,77 12 0,11 C
04/06/2018 3,51 12 0,11 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)



Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,43955

Error: 0,1370 gl: 45

Microorganismo inoculado FECHA Medias n E.E.
CONTROL 20/05/2018 1,00 4 0,19
CONTROL 21/05/2018 1,00 4 0,19
ALTERNARIA 20/05/2018 1,10 4 0,19
PSEU+ALT 20/05/2018 1,13 4 0,19
PSEU+ALT 21/05/2018 1,30 4 0,19
ALTERNARIA 21/05/2018 1,33 4 0,19
PSEU+ALT 27/05/2018 1,63 4 0,19
CONTROL 27/05/2018 1,88 4 0,19
PSEU+ALT 01/06/2018 2,15 4 0,19
CONTROL 01/06/2018 2,30 4 0,19
PSEU+ALT 04/06/2018 2,70 4 0,19
CONTROL 04/06/2018 2,83 4 0,19
ALTERNARIA 27/05/2018 2,88 4 0,19
ALTERNARIA 01/06/2018 3,85 4 0,19
ALTERNARIA 04/06/2018 5,00 4 0,19

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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2.3 - Ensayos in vivo

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv

Crecimiento fuiingico 20 0,82 0,80 12,86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 8,13 2 4,06 39,10 <0,0001
Tratamiento 8,13 2 4,06 39,10 <0,0001
Error 1,77 17 0,10
Total 9,89 19

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,31597

Error: 0,1039 gl: 17

Tratamiento Medias n E.E.

Desfasado 1,75 5 0,14 A
Simultaneo 2,00 5 0,14 A
Control 3,14 10 0,10 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Ccv

% de disminucidédn de crec 10 0,24 0,15 33,24

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 449,57 1 449,57 2,55 0,1492
Tratamiento 449,57 1 449,57 2,55 0,1492
Error 1412,61 8 176,58
Total 1862,18 9
Tratamiento Medias n E.E.

Simultaneo 33,27 5 5,94
Desfasado 46,68 5 5,94

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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