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1. Resumen

Se realizaron muestreos en suelos de establecimientos horticolas, con el
propésito de encontrar cepas de Pseudomonas autéctonas. Se obtuvieron
diversas colonias de estas bacterias, de las cuales se escogieron cinco cepas
segun caracteristicas fenotipicas. Se llevd a cabo un primer ensayo en bandejas
de arena con presencia de P. capsici en las cuales se dispusieron plantulas de
zapallito de tronco inoculadas con las cepas aisladas, para descartar aquellas que
no ofrecieran ningun grado de biocontrol. EI segundo ensayo de biocontrol fue
realizado en bandejas de arena. Se utilizaron dos testigos sin inoculacion de
Pseudomonas, uno con presencia del patégeno y otro sin este. Posteriormente se
evalu6 la capacidad de promocion de crecimiento con las cinco cepas
seleccionadas inicialmente. En este segundo ensayo se midié el area foliar,
radicular, peso seco foliar y radicular. Los resultados fueron comparados con un
andlisis de varianza y test de comparaciones multiples LSD de Fisher. Con los
resultados se evidencié que las dos cepas elegidas presentaron control
significativo sobre P. capsici. En cuanto a los resultados del ensayo de promotor
de crecimiento no hubo diferencias significativas entre las cepas evaluadas

respecto al testigo sin inocular.



2. Introduccioén

En Argentina la produccién de hortalizas se realiza en casi todo el territorio
debido a la diversidad de climas con condiciones que permiten producir la mayor
parte del afio en distintas regiones. Sin embargo, la produccion comercial que
abastece a los principales centros urbanos de consumo se localiza en
determinadas regiones especificas. Esto se debe a condiciones agroecoldgicas
adaptadas especificamente para cada especie, a la ventaja competitiva obtenida
segun su cercania al mercado, infraestructura, tecnologia disponible y presencia
de productores con conocimiento (Fernandez Lozano, 2012). La implantacion
anual de hortalizas ocupa una superficie de 500.000 hectéareas, con producciones
de 8 a 10 millones de toneladas, (Leguizamon, 2018). Las principales especies

cultivadas son Papa, Cebolla, Tomate y Zapallito (Figura 1).
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Figura 1.- Volumen de produccion (en porcentaje) de las hortalizas producidas en Argentina.

Fuente: Ferndndez Lozano, 2012.



Diversos factores climaticos, edaficos y socioecondmicos determinan la
caracterizacion de diversas regiones en Argentina (Figura 2.A). Cabe destacar
dentro de estas regiones al Cinturén horticola del Gran Buenos Aires (Figura 2.B).
El mismo comprende a 15 distritos de la provincia, y abarca una superficie de
5.510 km?, con una poblacion de 4,5 millones de personas. Los partidos
involucrados son: La Plata, Florencio Varela, Berazategui; Almirante Brown,
Esteban Echeverria, La Matanza, Merlo, Cafiuelas, General Rodriguez, Lujan,
Marcos Paz y Moreno. En esa regidon, la actividad horticola involucra
aproximadamente 16.000 ha, con 1.550 explotaciones horticolas. En las cuales
las principales especies cultivadas son tomate, apio, lechuga, pimiento, espinaca,

zapallito de tronco, alcaucil, repollo y remolacha (Ferratto et al., 2010).



Figura 2.- A. Distribucion geogréfica de produccién horticola Argentina. -B. Cinturdn horticolas
de Buenos Aires. Fuente: Fernandez Lozano, 2012.

La produccion periurbana se ve reflejada con intensidad en el Gran Buenos
Aires, donde habitan 13.7 millones de personas. Abastecer de alimentos a esta
poblacion conlleva un conflicto ya que para lograrlo se hace un uso intensivo de
insumos, generando rebrotes recurrentes de plagas y enfermedades entre otros
efectos indeseables, acelerando un deterioro fisico, quimico y biolégico del suelo

(Mitidieri, 2012).



Dentro de esta region, el partido de General Rodriguez fue donde se realizo
dicho estudio. Sus principales caracteristicas son tener un clima templado
hamedo, con temperaturas medias anuales de 16 °C y precipitaciones anuales en
promedio de 1000 mm. El suelo se encuentra formando asociaciones o complejos
con suelos mas o menos alcalinos constituidos por Argiudoles, Natracualfes y
Argialboles (INTA, 2014).

Productivamente es caracterizado por destinar su elaboracion para el consumo
en fresco en el mercado interno, el que se comercializa a través de mercados
mayoristas. Las explotaciones son predominantemente de tipo familiar
destacandose la produccion de especies de hortalizas de hoja, seguida por la
produccion de frutos (Garbi & Sangiacomo, 2018).

A nivel nacional cabe destacar la produccién de especies de la familia
cucurbitaceas, dado que se encuentran presentes en la mayoria de las
producciones (Gonzalez, B. comunicacién personal). Se cultivan alrededor de
37.000 ha con estas especies, y se estima que toda la cadena moviliza
cuatrocientos treinta y cuatro millones de ddlares. Se adapta a la mayoria de las
regiones productivas del pais, representando el 9% de la superficie implantada en
la cadena agroalimentaria horticola del pais. La oferta de zapallo varia durante el
afno, se cuenta con periodos de abundancia, donde los precios son bajos y no
llegan a cubrir los costos de produccion, seguido por un periodo de escasez con
precios elevados. Su consumo promedio es de 22 kg per capita por afio. La media
nacional de rendimiento es de 18 t/ha, pero con una gran brecha que va desde las
15 t/ha hasta los 60 t/ha (Della Gaspera, 2017). Dentro de esta familia, el

“zapallito de tronco” es uno de los cultivos mas importantes en el cinturdn



horticola de Buenos Aires. Se destaca por tener un ciclo corto de produccioén, lo
que permite anticipar su entrada al mercado y obtener mejores precios
(Sangiacomo & Garbi, 2016). Esta importancia se ve reflejada en los datos
estadisticos llevados a cabo por el Mercado Central de Buenos Aires, en el que
ingresaron en el afio 2018 un total de 28.524 toneladas, representando el 3 % del

total de los productos comercializados (Mercado Central, 2019).

2.1 El zapallito de tronco. Aspectos generales, cultivo y consumo

El zapallito de tronco, Cucurbita maxima var. zapallito, es un cultivo de verano,
susceptible a heladas, de ciclo anual, semiarbustivo, no rastrero, con tallos en
forma de roseta. Su raiz principal llega a una profundidad de mas de dos metros,
las raices laterales y sus ramificaciones multiples se extienden, llegando a
alcanzar una profundidad de 60 centimetros. Las hojas son grandes (Figura 4a),
pubescentes, con peciolos largos. Presenta sexualidad diclinomonoica con flores
masculinas y femeninas (Figura 3). Las semillas son de tamafio grande (Figura

4b) y necesitan poca agua en el suelo para germinar (Della Gaspera, 2013).



Figura 3.- Flor y fruto zapallito de tronco. Fuente: Foto propia.
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Figura 4.- a) Diagrama con la medida de la hoja de zapallito de tronco.- b) Diagrama con las

a) 26 cm. b

medidas de la semilla zapallito de tronco. Fuente: Della Gaspera 2013.

Cuanto mas duro es el fruto, mayor el poder germinativo de las semillas y mas
rapida la germinaciéon. El poder germinativo se mantiene por varios afios La

siembra se inicia de forma directa colocando 2 a 3 semillas por golpe. Si la



siembra es manual se recomienda; la distanciaesde 1 -1,40 mx 0,5-0,6 m. Si

la siembra es mecanica; se hace a 0,70 x 0,70 m (Figura 5).

La germinacién es rapida pero requiere de altas temperaturas, las éptimas son
de 30°C a 35°C (Sangiacomo & Garbi, 2016). Otra forma de iniciacion es por
almacigo y trasplante. El plantin se destaca por tener alta tasa de crecimiento, es

importante la colocacion de las plantas en un lomo alto.

Figura 5.- Produccién de zapallito de tronco. Fuente: Foto propia.

Se puede realizar un forzado para proteger parte del ciclo y, de esta manera,
adelantar la cosecha. Se pueden usar barandillas o tuneles de polietileno. Para
Buenos Aires, la época de siembra es septiembre, y si es forzado, agosto. La
densidad para la siembra manual es de 2 a 3 kg/ha y para la mecéanica de 4 a 5
kg/ha. Luego de la siembra, se pueden efectuar controles mecanicos de malezas
entre lineas (Mondino et al., 1997). El zapallito responde en forma satisfactoria al

agregado de abonos organicos y fertilizantes quimicos con fésforo, es distinto
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para formulaciones con nitrégeno y potasio. Los abonos foliares tienen buena
respuesta debido a la amplia superficie de absorcién que presentan sus hojas

(Cantamiutto et al., 1999).

El consumo del fruto se realiza en estado inmaduro, ya que la cosecha es con
corteza aun tierna, comestible, las semillas estan muy poco formadas y la parte
interna del fruto estda completa, sin cavidades. La recoleccién se realiza dia por
medio, durante 45 dias a 60 dias. Luego de este periodo la produccion declina, y
es preferible renovar el lote. En otofio, la baja irradiacion provoca disminucion de

la productividad (Della Gaspera, 2013).

El rendimiento puede variar de 20.000 a 30.000 kg.ha, segun la época del afio
y la productividad del lote. En Argentina se prefiere los zapallitos redondos verdes
y brillantes, de tamafio mediano a chico. Su conservacién es mejor en frio y con

alta humedad evitando la deshidratacion y perdida de brillo (Della Gaspera, 2013).

2.2 Las principales enfermedades que afectan al cultivo

El zapallito de tronco puede ser afectado por numerosas enfermedades, las

mas destacaduas en la region en estudio son:

221 Fusariosis de la corona

El patégeno es un hongo, Fusarium solani f. sp.cucurbitaceae. Los sintomas
comienzan con una podredumbre humeda en la zona superior de las raices y la
corona (Figura 6b), esto lleva a una afeccion interna sin destruir los vasos. Se
produce el marchitamiento generalizado de la planta la cual finalmente muere
(Figura 6a). Los frutos que tocan el suelo también pueden ser infectados

(Vasquez-Ramirez & Castafo-Zapata, 2017). En el campo, sobre los tejidos
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afectados, puede observarse la formacion de un moho de color blanco o rosa

caracteristico de este patogeno.

El patégeno puede sobrevivir en el suelo como clamidosporas durante 2-3
afos, y en las semillas externa o internamente. Las practicas de manejo de la
enfermedad incluyen rotacion de 3 a 4 afios sin cucurbitaceas y siembra de
semillas sanas, ya que su tratamiento con fungicidas resulta poco efectivo

(Gonzélez, 2016).

) 4 #b) S /

&

Figura 6.- a) Fusariosis

de la corona. Marchitamiento generalizado.- b) Podredumbre en
raices y corona. Fuente: Gonzéalez, 2016.

222 Oidio

Esta enfermedad es producida por dos patdgenos semejantes -Golovinomyces
cichoracearum (Syn. Erysiphe cichoracearum) y Podosphaera fusca
(Syn. Podosphaera xanthii; Sphaerotheca fuliginea). Se caracteriza por comenzar
con pequefias manchas de moho blanquecino y pulverulento sobre tejidos verdes
(Figura 7); suele iniciar en la cara inferior de las hojas viejas. Estas manchas con
el tiempo crecen de forma homogénea y cubren la superficie foliar. Con ataques
severos se ven infectados los peciolos. Puede ocurrir que las manchas se tornen

de color grisaceo, con presencia de puntos negros sobre ellos, que constituyen
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las estructuras reproductivas sexuales del patdogeno (Gonzalez Morejon et al.,
2010).

Las practicas de manejo consisten en ajustar la densidad de siembra para que
las hojas inferiores no resulten sombreadas, limitar la fertilizacion para no obtener
plantas de crecimiento exuberante. Es importante mantener una buena ventilacion
en invernaderos. La aplicacion de fungicidas es efectiva rotando los principios

activos para evitar generar resistencia (Gonzalez, 2016).

Figura 7. Oidio sobre los tejido del zapallito de tronco. Fuente: Gonzalez, 2016

2.2.3 Podredumbre humeda producida por Phytophthora

Entre los principales problemas sanitarios del zapallito de tronco el mas
importante es la podredumbre de la corona, raices y frutos causada por
Phytophthora capsici. La infeccién se produce en manchones aislados en el lote
(Figura 8). Los sintomas pueden ser varios. Durante la germinacion se observa
damping-off, tanto en pre como en postemergencia. En plantas adultas, se
observa marchitamiento foliar, debido a la podredumbre de raices y tallo (Figura
9). La raiz se torna aguanosa, la cual rapidamente se deshidrata y toma color

pajizo. En ocasiones, en los peciolos se pueden observar manchas redondeadas,
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también aguanosas. En frutos se produce podredumbre himeda. El signo es un
moho compacto de color blanco-grisaceo que se forma abundantemente en los
frutos y esporadicamente en el tallo (figura 10). Esto permite identificar la

enfermedad en el campo (Gonzalez, 2016).

Figura 8.- Detalle ataque enfermedad en zona. Fuente: Foto propia.
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Figura 10.- Signo moho blanco-grisaceo. Fuente: Foto propia

15



o Caracteristicas biologicas de Phytophthora

Phytophthora capsici pertenece al Phylum Oomycota, Orden Peronosporales,
familia Phythiaceae. Se la incluye en el reino Straminipila y comprende una linea
evolutiva Unica y distante de los hongos verdaderos (Medina, 2000). Los
Oomycota se caracterizan por tener micelio cenocitico sin septos. (Erwin y
Ribeiro, 1996).

Se trata de una especie heterotalica que requiere para su reproducciéon sexual la
presencia de talos compatibles A1 y Az, a partir de los cuales se formaran las
esporas sexuales: oosporas (Agrios, 2005). También Se puede reproducir de
manera asexual, formando zoosporangios, dentro de los cuales se originan las
zoosporas (Figura 11). En Argentina, hasta el presente solo se observé el grupo
de apareamiento, Al por lo que la reproduccién sexual aun no ha sido

comprobada (Hardam, 2005 & Iribarren, 2015).

[

.
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f::oplasma
Divisién

Liberacion

Figura 11.- Ciclo Asexual de Phytophthora. Fuente: Hardam, 2005.
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Las zoosporas se caracterizan por ser moviles (Figura 12), ya que poseen 2
flagelos heterocontes. Esta particularidad le permite difundirse en ambientes
anegados. Por este motivo, para infectar a las raices es indispensable la
presencia de agua que le permita desplazarse hacia su hospedante (Medina,

2000).

7, 800X

Figura 12.- Vista de zoospora de Phytophthora a través del microscopio ENB. Fuente: Nicholls,

2004.

P. capsici puede ser cultivado en distintos medios, lo mas utilizados son Agar
papa dextrosado (APD), Medio manzana tomate (MT) (Figura 13), Agar V8,
Extracto de tabaco (Flores et al., 2013). Para realizar un cultivo in vitro se
recomienda un pH entre 3.5 y 10, con valores Optimos entre 4.5 y 5.5
Generalmente, los valores de pH que permiten el mejor desarrollo del micelio,
también son favorables para la produccién de esporangios, y oosporas (Flores
Salinas, 2015). La temperatura minima para su crecimiento es de 10 °C, el éptimo

se estima en 28 °C y el maximo supera los 35 °C (Erwin y Ribeiro, 1996).
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Figura 13.- Morfologia de colonias de Phytophthora capsici en medio MT. Fuente: Marina
Yabar.

o Manejo de la enfermedad en el cultivo de zapallito de tronco

Dada la capacidad que tiene el patdgeno de dispersarse en ambientes
anegados, las medidas de control mas importantes radican en evitar la
permanencia de agua en los entresurcos y rotar con cultivos no susceptibles. Con
el fin de evitar la muerte de plantulas, a causa del indculo presente en el suelo, se

deben tratar las semillas con un fungicida especifico para este tipo de patégenos.

Es aconsejable revisar el cultivo unos dias después de lluvias y eliminar las
plantas que se empiezan a marchitar, asi como las vecinas sanas. La utilizacion
de camellones elevados y mulching es beneficioso, para evitar la acumulacion de
agua cerca de la corona de las plantas, siempre y cuando el lote no tenga historia

de presencia de la enfermedad (Gonzalez, 2016).

Otra de las tacticas mas frecuentes es el control quimico en el cual los
productores comunmente utilizan fungicidas sistémicos para el control de

enfermedades durante prolongados periodos de tiempo (Gluber & Davis, 2004).
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Esta alternativa es acotada como consecuencia de la poca disponibilidad de
principios activos. Los disponibles actualmente son Fluopicolide, Propamorcab y
Mancozeb + Metalaxil -M (Longone & Escoriaza, 2017), pero el uso reiterado de
los mismos puede generar resistencias (Diaz Najera et al., 2015) lo que hace del
control quimico una tactica con deficiencias en el manejo de esta enfermedad.

Otras alternativas en estudio estan relacionadas con algunos suelos llamados
supresivos, ya gue contienen microorganismos que protegen a las plantas de
enfermedades a pesar de la presencia de patdgenos en el suelo. Existen trabajos
en los que la mezcla de pequefas cantidades de suelo supresor con una gran
cantidad de suelo propicio hace que este ultimo adquiera supresividad (Bautista-

Calles, 2008).

2.3 El control biol6gico como alternativa de manejo

Desde hace algun tiempo se estan realizando numerosos trabajos de
investigacion en la busqueda de alternativas que reemplacen o complementen al
control quimico. Una de ellas es el control bioldgico, dentro de estos grupos se
destacan las bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPB (por sus
siglas en inglés, plant growth promoting bacteria). Dentro de este grupo se
destacan aquellas que colonizan la rizésfera, a menudo referidas como
rizobacterias promotoras del crecimiento o PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria). Las rizobacterias pueden encontrarse en las plantas de forma
intra o extra celular, bajo diversos mecanismos que involucran mudltiples
interacciones que dan efectos positivos en el crecimiento y desarrollo vegetal
(Argo et al., 2012). Algunas de estas interacciones pueden clasificarse como

directas cuando los mecanismos afectan directamente a los vegetales en
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ausencia del patégeno, mientras que son mecanismos indirectos cuando
actian indirectamente en los vegetales al actuar negativamente sobre los
patdgenos que los afectan, mejorando el bienestar de la planta. Estos
mecanismos de control puede ocurrir en la rizosfera asi como en la filésfera

(Lugtenberg y Kamilova, 2009) (figura 14).

Mecanismos de promocion Mecanismos de promocion indirectos
directos (Biocontrol)

Biofertilizacién Antagonismo

Rizoremediacién Interferencia de sefales

Controladores de Stress Predacion y parasitismo

Fitoestimulacion Resistencia Sistémica Inducida (ISR)

Competencia por el i6n férrico.
Competencia con nutrientes y nicho.

Interferencia con la actividad, supervivencia,

germinacion y esporulaciéon del patégeno

Figura 14.- Principales mecanismos de promocién microbiana.

Entre los mecanismos de promocion directos, a través de un mejor crecimiento
de las plantas en ausencia de patdégenos, se pueden mencionar los
pertenecientes a los biofertilizantes, microorganismos que fijan, sintetizan y/o
solubilizan nutrientes destinados a las plantas. Las experiencias mas conocidas
son las llevadas a cabo por bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico (FBN)
simbidticas, entre las cuales se encuentra algunos géneros de la familia de las

Rizobiaceas, como Rhizobium, Bradyrhizobium, entre los mas estudiados, que
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forman nodulos en las raices de las leguminosas (Cuadrado et al, 2009).
También, mediante asociaciones rizosféricas asimbioticas como las
pertenecientes al género Azospirillum. Finalmente estos grupos de bacterias fijan
el nitrogeno molecular (N2), convirtiendolo en formas quimicas que pueden ser
utilizados por las plantas. Es de destacar que estos mecanismos estan limitados
por el nitrégeno disponible en el suelo dado el costo energético utilizado por la
planta para sostener la simbiosis con la bacterias fijadoras (Mayz-Figueroa, 2004).
Otro aporte generado por microorganismos es la solubilizacion de fosforo.
Especies hongos micorricicos, bacterias del género Pseudomonas y Bacillus,
entre otras, tienen la capacidad de liberar a su entorno cantidades de protones o
acidos organicos, como citrato, malato y oxalato, que modifican la estructura
quimica de las moléculas con fosforo a formas disponibles para la planta
(Restrepo-Franco et al., 2014). Los bajos niveles de fosfatos solubles pueden
limitar el crecimiento de las plantas (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

El control del estrés y la rizoremediacion son otros mecanismos
relacionados a la degradacién de sustancias que limitan el normal desarrollo de
las plantas (Esquivel-Cote et al, 2013). En el caso de la rizoremediacion, esta
accion se da en suelos contaminados por sustancias que limitan y/o impiden el
crecimiento de las plantas. Ciertos microorganismos pueden degradar estos
compuestos mas eficientemente cuando estan alojadas en la rizésfera. Esta
capacidad esta asociada al uso de exudados radicales como su principal fuente
de nutrientes, alternando su alimentacion con las sustancias contaminantes

(Hernandez Bejarano et al., 2011).
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Entre los mecanismos de promocion indirectos, se pueden mencionar a los
mecanismos de biocontrol. Uno de los mas estudiados es la produccion de
sustancias antagonistas como HCN, fenazinas, acido gluconico, compuestos
volatiles cianhidricos y sustancias biosurfactantes polipeptidicas, estudiadas en
microorganismos de especies de Bacillus, Pseudomonas y algunos géneros de
hongos del reino fungi. Todas sustancias involucradas en la proteccion de las
plantas, al afectar negativamente a muchos microorganismos fitopatégenos
(Shephard & Lindow, 2008). La predacion y parasitismo es el principal
mecanismo de biocontrol utilizado en algunas especies de hongos, como las
pertenecientes al género Trichoderma. (Harman et al, citado en Lugtenberg &
Kamilova, 2009). Otro mecanismo mencionado es la Resistencia Sistémica
Inducida (RSI) que resulta de la interaccién de algunas bacterias con las raices
de las plantas. Esta asociacion puede dar como resultado la resistencia de
algunas plantas sobre infeccibn de bacterias, hongos e inclusive virus
fitopatogenos (Blanka et al., 2017). También se reportan casos de
microorganismos promotores como especies de los géneros Azospirillum,
Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus (Samaniego-Gamez, et al 2017). También
esta demostrado que en ambientes en donde el idn férrico esta limitado a bajas
concentraciones, la competencia por el ién férrico estimula la produccion de
sideroforos por parte de algunas bacterias, como por ejemplo del género
Pseudomonas. Esta molécula, al quelatar el ion férrico, limitan su uso a los
hongos fitopatdgenos que lo necesitan para crecer y por lo tanto no pueden

desarrollarse (Schippers et al, 1987).
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Muchos de estos microorganismos que ya superaron pruebas de laboratorio,

ambientes controlados, parcelas experimentales y demostrativas se encuentran

registradas y disponibles en forma comercial en el pais (Cuadro 1). Estos

formulados comerciales estan realizados en base a microorganismos, y soportes

fisico-quimicos que conservan las condiciones de almacenamiento que le

permiten mantener la viabilidad de los microbios. Estos formulados estan

compuestos principalmente por especies de bacterias (SENASA, 2020).

Empresa Marca comercial Género utilizado
AGRIMARKETING S.A. BIO-TAK P Pseudomonas
ALTERBIO S.A. ALTER PSE Pseudomonas
BAYER S.A. BIAGRO PSA LIQUID Pseudomonas
BILAB S.A. NITRO - FIX PF MAIZ Pseudomonas
CHEMICAL - BIO

ARGENTINA S.A.

RADIXIUS

Azospirrillum

FACYT I+D S.A.

INOCULANTE FACYT PSF

Pseudomonas

GREEN QUALITY S.A.

PGPR

Bradyrhizobium-

Pseudomonas- Azospirillum

LABORATORIO

N AZOSPIRRILLUM (SOLO

Azospirrillum

BIOTECH S.A. EXPORTACION)
MICROVIDAS S.R.L. PSEUDOVIDAS Pseudomonas
RIZOBACTER
RIZOFOS - LIQ Pseudomonas
ARGENTINA S.A.
RIZOBACTER RIZOFOS LIQMILHO (SOLO
Pseudomonas
ARGENTINA S.A. EXPORTACION)
SINTESIS QUIMICA
NOCTIN FOS Pseudomonas
S.A.l.C.
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Cuadro 1.- Ejemplos de fertilizantes a base de microorganismos disponibles en

Argentina. Cuadro de elaboracion propia con fuente SENASA, 2020.

Como se puede observar en el cuadro 1 dentro de las bacterias
comercializadas, uno de los grupos mas estudiados en su capacidad de ejercer
algunos de los mecanismos directos e indirectos relacionados a la capacidad
promotora y biocontroladora (Mufioz, 2017) son las Pseudomonas. Género con un
potencial relevante para evaluar en los cultivos intensivos del cinturén horticola

bonaerense.

2.4 El género Pseudomonas. Potencialidad de su uso en la agricultura

Las Pseudomonas son bacilos Gram negativos, maviles, no esporulantes, con
capacidad de movilizarse gracias a sus flagelos polares, los cuales le permiten
dirigirse a sus fuentes nutritivas, respondiendo a estimulos quimicos (Figura 15)

(Martinez, 2007).

Figura 15.- Morfologia celular de las Pseudomonas. Microfotografia electrénica de transmision

de una célula de Pseudomonas sp. . Fuente: Madigan et al., 2015.
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Conocidas por ser bacterias ubicuas, por su gran versatilidad metabdlica y
plasticidad genética, suelen tener rapido crecimiento y gran capacidad de
metabolizacion en diversos sustratos. De hecho, su amplia capacidad de
adaptacion nutricional le permite degradar diversos sustratos como compuestos
organicos toxicos, hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Este grupo suele
presentar metabolismo aerobio estricto con el oxigeno como aceptor final de
electrones, aunque existen especies del género con capacidad de crecer en
condiciones anaerobias utilizando nitrato o la arginina como aceptor final de
electron (Madigan et al., 2015). De facil aislamiento y caracterizaciéon en medios
de cultivos generales, como el Agar Nutritivo, o0 medios selectivos y diferenciales
como el Medio King B, Medio Gould S1, entre otros. Su temperatura optima de
crecimiento se encuentra entre 25-30 °C, sus temperaturas de crecimiento fuera
del rango Optimo se encuentran entre 4 y 42 °C en condiciones de pH neutro, no
creciendo bajo condiciones acidas (Martinez, 2007). Uno de los aspectos
destacados es la fenotipia de sus colonias en los distintos medios de cultivo
donde pueden ser cultivadas. Esto esta relacionado a que pueden tener muchos
colores, entre ellos, el color verdoso observado en muchas cepas producto de la
produccion de pigmentos fluorescentes como la pioverdina (pigmento amarillo
verdoso) o la piocianina (pigmento azul hidrosoluble), y con menor frecuencia
producen piorrubina (pigmento rojo) o piomelanina (marrén negruzco). Por
ejemplo, una caracteristica comun de la especie Pseudomonas fluorescens es la
produccion de pigmentos fluorescentes bajo la luz ultravioleta de longitud de onda
baja (254 nm), sobre todo cuando crecen en un medio con limitacion de hierro

(Figura 16). La pioverdina, un pigmento fluorescente de color amarillo-verdoso,
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esta considerado el principal tipo de sideroforos de las especies de Pseudomonas
(Martinez, 2007). Algunas cepas forman una capsula polisacarida que hacen que

las colonias sean mucosas.

Figura 16.- Detalle de coloracion fluorescente de Pseudomonas bajo luz ultravioleta. Fuente:
Foto propia.

Este género es reconocido como un complejo grupo de especies descriptas, los
estudios filogenéticos permitieron establecer relaciones entre las especies que
son utilizadas como promotores de crecimiento vegetal y las especies patdgenas

(Pérez A. et al., 2015).

Una caracteristica importante que presentan las especies identificadas como
promotoras es su facilidad para colonizar las raices de las plantas. Esto se debe a
que los exudados que las plantas liberan por las raices son ricos en
carbohidratos, acidos organicos y aminoacidos, los cuales son utilizados por estas
bacterias como fuente de alimento (Oliveros-Bastidas, et al. 2009). La capacidad

de producir biofilms por parte de estas bacterias facilita el proceso de colonizacion
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gue se da mediante la formacién de agregados, microcolonias o biopelicula. En la
primera fase de la formacién de la biopelicula, la bacteria se adhiere a un
substrato (Figura 17). En tanto se fija la bacteria, se divide y diferencia, dando
origen a una biopelicula madura. Las bacterias se encuentran alrededor de una
matriz compuesta de polisacaridos, en especial exopolisacaridos, proteinas y
ADN. Una vez que las bacterias colonizan las raices, algunas pueden penetrar el
tejido vegetal a través de la produccion de enzimas celuloliticas y pectinoliticas, a
través de fisuras que se forman durante la emisién de las raices secundarias, 0
heridas que se producen cuando la raiz se va desarrollando (Zuno-Floriano et al.,

2009).

]

Biopelicula de Pseudomonas sp. \ 1

(A) (B)

Figura 17.- Raices de plantula de papa, (A) Sin inocular. (B) Inoculada con Pseudomonas

sp. formando una biopelicula alrededor de las raices. Fuente: Zuno-Floriano et. al, 2009.

Una vez establecidas en la rizosfera, las Pseudomonas pueden realizar
distintas actividades clasificadas como de promocidon de crecimiento vegetal
descriptos en la figura 14. Dentro de los mecanismos de promocién directos, sin la

presencia del patégeno, se pueden mencionar a especies de Pseudomonas como
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el caso de P. fluorescens con una gran capacidad biofertilizante al solubilizar
fésforo (Martinez, 2007). La bacteria puede realizar esta actividad a través de dos
vias: la primera es la produccion de acidos organicos (citrico, oxalico, glucénico)
que actuan sobre el pH del suelo, favoreciendo la solubilizacion del fésforo
inorganico y liberando el fosfato al suelo. La otra via es a través de las
fosfatasas, estas son enzimas hidrolasas (monoesterasas y diesterasas
fosforicas) que actian sobre las uniones ésteres, liberando los grupos fosfatos de
la materia organica. Ambas vias generan una mayor cantidad de fosfato,
disponible para ser absorbido por las raices de las plantas (Pérez et al., 2015).
También se han realizado estudios sobre los sistemas sideroforos-férricos
marcados radiactivamente, como fuente de hierro, donde se mostré6 que las
plantas son capaces de tomar el hierro marcado. Las plantas de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) que crecian bajo condiciones limitadas de hierro, mostraron leves
sintomas cloréticos. Posteriormente, aumentaron los niveles de clorofila,
comparadas con plantas no inoculadas. Pérez (2015) experimenté con plantas
de Arabidopsis thaliana L. que asimilaron un complejo de hierro sintetizado por P.
fluorescens, induciendo su incremento en el interior de la planta y mejorando el
desarrollo de la misma. Otro aspecto destacable en P. fluorescenses la
produccion de sustancias estimuladoras del crecimiento. Las principales
sustancias de este tipo son hormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas).
Ademas, también producen aminoacidos y promotores especificos del crecimiento
vegetal. La produccion de estas sustancias es posible siempre que sea adecuada
la concentracion de organismos en el sistema radicular y que en el suelo haya

suficiente cantidad de materia organica (Pérez et al., 2015). Con respecto a la
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rizoremediacion, podemos destacar algunos ejemplos como el mencionado por
Kuiper (2001), en el que cita cepas de Pseudomonas putida que degradan
naftaleno alrededor de la raiz protegiendo las semillas y posteriormente a las
plantulas contra la fitotoxicidad por dicha sustancia. Existe dentro de este género
antecedentes en el estudio de mecanismos de fitoestimulacion tal como el
trabajo realizado por Rives (2009), en donde demuestra el efecto estimulador del
crecimiento vegetal de cepas de Pseudomonas, en plantas de Arroz, con tan sélo
12 dias de edad. Estos estudios mostraron la capacidad de producir metabolitos
del tipo acido 3 indolacético (IAA) en valores de alrededor de (45,5-56 pg.mi?).
Leveau & Lindows (2005), determinaron el potencial de la especie Pseudomonas
putida en la regulacion de la concentracion de IAA y lo cual llevo a un adecuado
crecimiento de la raiz del rabanito (Raphanus sativus). Finalmente, podemos
mencionar el uso de la via del etileno, hormona reguladora del estrés vegetal,
por parte de la especie Pseudomonas chlororaphis, demostrado en los ensayos
realizados por Spenser (2003), en donde la inoculacion de esta bacteria no sélo
regula el estrés en la planta, sino que también induce sus mecanismos de

defensa.

Con respecto a los mecanismos indirectos de promocion de crecimiento,
podemos mencionar que algunos aislamientos han demostrado poseer gran
potencial como agentes de biocontrol de diferentes fitopatégenos (Valverde et al.,
2013). Numerosos investigadores reportan que especies de Pseudomonas
producen sustancias antagonistas basados en la deteccion de metabolitos
antimicrobianos, los que permiten el control biolégico de hongos fitopatdégenos.

Algunas investigaciones revelan que cepas de P. fluorescens pueden presentar
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efectos antagonicos frente al hongo Athelia rolfsii (syn. Sclerotium rolfsii), al
producir inhibicion entre el 60 y 90 %, del crecimiento micelial por la excrecion de
los metabolitos antimicrobianos (Villa et al., 2005). También es de destacar que
este género produce compuestos extracelulares tensioactivos denominados
biosurfactantes que tienen actividad litica sobre zoosporas del género
Phytophthora (Pérez et al., 2015). Estos efectos fueron estudiados por Tran et al.,
(2007) en donde identificaron el biosurfactante massetolido A. En la misma
direcciéon, De Souza et al., (2003) han demostrado que la massetolido A
interrumpe las membranas de las zoosporas, lo que lleva a su lisis. Otro factor
relacionado a la competencia del i6n Férrico es la produccion de sideréforos,
esta es una sustancia quelante, la cual secuestra el hierro del ambiente
rizosférico. La pioverdina (fluoresceina) de color amarillo verdoso, la piocianina
por P.aeruginosa y tioquinolobactina por P. fluorescens (Laverde Robayo, 2016).
Al realizar esta actividad estas bacterias impiden la disponibilidad de dicho
elemento para los agentes patdgenos. Este es un mecanismo desarrollado por
muchas especies de Pseudomonas, en donde experimentos desarrollados por
Santoyo (2010), demuestran esta inhibicion del crecimiento de hongos
fitopatégenos producido por P. fluorescens, en condiciones limitantes de hierro.
De esta manera, estas bacterias tienen ventajas en la colonizacion y adaptacion
en nuevos espacios, desplazando el resto de la microbiota del suelo. Los
aspectos de este género relacionados al biocontrol mediante el Sistema de
Resistencia Inducida (RSI) se demuestran en el trabajo de Lavicoli (2007), en
donde mediante el uso de mutantes derivados de la cepa CHAO, deficientes en la

produccion de diacetilfluoroglucinol (DAPG) condujeron a una disminucion
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significativa de ISR a Peronospora parasitica, por lo que para la induccion de ISR
es necesaria la produccién de DAPG. Por ultimo, los mecanismos relacionados a
la competencia por nutrientes y nicho en Pseudomonas, trabajos como el
publicado por Valencia (2005), demuestran la importancia de una inoculacion
temprana, en donde en condiciones de escasez de hierro, cuando se inoculé el
hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum con cepas de Pseudomonas con al
menos 48 h de anticipacion, la inhibicion del patégeno fue total, mientras que sélo
una de las cepas estudiadas inhibié Fusarium cuando el hongo fue inoculado con

48 h de antelacién a las bacterias.

Existen muy pocas experiencias llevadas a cabo con microorganismos
promotores autéctonos y en menor medida del género Pseudomonas, por lo que
el presente trabajo busca “evaluar la capacidad de biocontrol de cepas
autéctonas del género Pseudomonas sobre Phytophthora capsici y su
capacidad como promotor de crecimiento en plantas de zapallito de tronco”
como principal objetivo. Se focalizard en asegurar si las hipotesis “la inoculacion
de semillas de zapallito con cepas de género Pseudomonas disminuye la
incidencia de la enfermedad producida por Phytophthora capsici” como también
“la inoculacion de semillas de zapallito con cepas de género Pseudomonas
promueve el crecimiento de las plantas” son verdaderas. Esto permitiria conocer
en profundidad algunos comportamientos de microorganismos establecidos en
las producciones horticolas de las inmediaciones de Universidad Nacional de

Lujan, y conocer su potencial como parte de futuras practicas de manejo.
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3 Materiales y métodos

3.1 Trabajo en el campo

Se realizaron visitas a establecimientos horticolas ubicados geograficamente

en la localidad de General Rodriguez (Figura 18).

Figura 18.- Vista Satelital de la ubicacion geografica de los establecimientos horticolas
sefialadas con una flecha roja en relacion a los centros urbanos de Lujan y General Rodriguez,

Fuente: Google Maps.

3.1.1 Zona de muestreo

Para la obtencion de cepas de Pseudomonas biocontroladoras, se recorrieron
producciones con zapallito de tronco, buscando aquellas plantas que presentaran
sintomas correspondientes a enfermedades causadas por P. capsici,
preferentemente en lotes afectados en forma de “manchones” de acuerdo a la
distribucion de la enfermedad. Se extrajeron raices de plantas sanas lindantes a

plantas enfermas (Figura 19) localizadas en los limites de los focos de la
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enfermedad (Figura 20, A). Se colectaron 3 muestras de raices enteras junto a
una pequefa cantidad de rizésfera (Figura 20, B), las que en bolsas plasticas,

fueron llevadas al laboratorio para su procesamiento.

Los aislamientos de las cepas de Pseudomonas, la produccion del in6culo de
los microorganismos a evaluar y los ensayos de biocontrol en bandejas fueron
realizados en el laboratorio de Fitopatologia, mientras que el ensayo de biocontrol
en macetas fue ejecutado en el invernadero perteneciente al Instituto de Ecologia
y Desarrollo Sustentable (INEDES). Ambos espacios se encuentran ubicados en

la Universidad Nacional de Lujan.

: Planta Sana

Figura 19.- Detalle de seleccion de planta sana para extraccion de muestra. Fuente: Foto

propia.
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‘ Zonas de Toma de Muestras

Figura 20.- A. Recoleccion de material a campo.- B. Diagrama de toma de muestra. Fuente:

Foto propia.

3.2 Trabajo en Laboratorio

3.2.1 Aislamiento y seleccion de cepas de Pseudomonas.

Las muestras fueron procesadas del siguiente modo:

- Las raices de cada muestra fueron cortadas en segmentos muy pequefios
(Figura 21A y 21B). Se colocaron en una botella de vidrio con 150 ml de solucion
fisiolégica agregandose 1ml de un tensioactivos tipo polisorbato (Tween 40) para

facilitar el desprendimiento del suelo rizosférico durante el lavado.

- Para el lavado de raices, las botellas fueron colocadas en un agitador orbital,

durante 10 min a 145 revoluciones por minuto (RPM) (Figuras 21 C y D).
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Figura 21.- A) y B), Raiz cortada en segmentos. C) y D) Frascos con solucion fisioldgica y

agitador orbital. Fuente: Foto propia.

-Se tomaron alicuotas de 1ml por cada botella y se llevaron a cabo diluciones

decimales 10?1, 102y 103, en solucion fisiolégica al 1 %(Figura 22).
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Figura 22.- Toma de alicuota para realizar las diluciones en tubos de ensayo. Fuente: Foto
Propia.

- Las diluciones fueron agregadas al medio de cultivo Gould S1, utilizado para
la deteccién y recuento de Pseudomonas (descripcion en anexo). El medio
contiene dos agentes selectivos, el detergente Lauril éter sulfato sodico y el

antibiotico Trimetoprima y es especifico para Pseudomonas fluorescentes.

- Las placas fueron selladas con Parafilm y puestas a incubar a 25 °C durante

48 h.

- Se examinaron las colonias desarrolladas en luz visible observando, la forma,
color, consistencia y tamafio. Posteriormente fueron sometidas a la luz UV

(240nm % 20) para detectar la emision de fluorescencia (Figura 23).

- A partir de las observaciones fenotipicas descriptas (Figura 22), se escogieron
cinco colonias de caracteristicas diferentes. Estas fueron aisladas en siembra por

agotamiento.
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- Se realizé la conservacion de las cepas seleccionadas, por criopreservacion a
(- 80°C) en glicerol al 25%, para minimizar la posibilidad de variabilidad genética

en futuros ensayos.

Figura 23.- Coloracion de colonias de Pseudomonas bajo luz UV. Fuente: Foto propia.

3.2.2 Preparaciéon del in6culo

-Se repicaron cada una de las cepas elegidas a Caldo Nutritivo (CN) y se

llevaron a incubacién durante 24 h, a25+ 1 °C.

-Se transvasaron 10 ml del caldo con crecimiento de cada una de las cepas a
tubos Falcon estériles. Luego, fueron centrifugados durante 15 min a 3500 RPM

mediante una centrifuga modelo 2036 Analen®.

-Se descartdé el sobrenadante, y el pellet obtenido de la centrifugacion fue
resuspendio en solucion fisiologica (SF). Se ajusto la cantidad de SF a cada tubo
hasta alcanzar una Absorbancia de 1 medida a 600 nm, con un espectrofotémetro
UV- VIS HITACHI®. Este nivel de absorbancia fue confirmado mediante un
recuento en placa con medio Agar King B, ya que los inoculantes preparados

presentaron un titulo aproximado entre 1x107-1x108 UFC/mI (Ver Anexo).
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Se obtuvieron de este modo cinco cepas de Pseudomonas en medio

agarizado que luego se utilizaron en los ensayos como inéculo.

3.2.3 Cultivo de Phytophthora capsici

-Se utilizd un aislamiento de P. capsici identificado morfolégicamente y
mediante técnicas de biologia molecular, cedido por el equipo de Fitopatologia de
la Universidad Nacional de Lujan. El aislamiento fue repicado al medio

denominado Agar Zapallito (AZ) (Ver Anexo).

-Se sembrd un trocito de APD con crecimiento de P. capsici en el centro de
cada placa con AZ. Se llevé a incubacion a 25°C durante 10 dias en oscuridad
(Figura 24), tiempo necesario para que la colonia tenga un crecimiento

abundante.

Figura 24.- Placas con crecimiento de P. capsici en AZ. Fuente: Foto propia.

3.24 Biocontrol de Phytophthora en macetas en invernadero

Este ensayo se realiz6 en el invernadero perteneciente al INEDES, bajo
condiciones de temperatura y humedad controladas, en un Disefio de bloques

completos al azar, para reducir y controlar la varianza del error experimental. Para
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los ensayos de biocontrol se utilizaron semillas de zapallito de tronco variedad

“Cachi Magnif”.

- Se sumergieron las semillas de zapallito en cada uno de los inoculantes de

las cepas de Pseudomonas durante 10 minutos, hasta que fuera impregnado.

Para los tratamientos control, las semillas se trataron con solucion fisiolégica

estéril.

- Las semillas inoculadas se sembraron con pinzas estériles en macetas

plasticas N°10 con sustrato Grow Mix Pro, utilizado para la siembra de plantines

horticolas (Anexo cuadro 5). Cada tratamiento consisti6 en una maceta fue

preparada con 2 semillas. Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento.

Los tratamientos fueron los siguientes:

Tratamiento

Rétulo Descripcion
Testigo 1 T Semillas mojadas con solucién fisioldgica.
. Semillas mojadas con solucion fisiologica +
Testigo 2 P
in6culo de Phytophthora
Semillas inoculadas con la cepa 1 de
Cepal C1l
P Pseudomonas + inéculo de Phytophthora
Semillas inoculadas con la cepa 2 de
Cepa 2 c2 o
Pseudomonas + indculo de Phytophthora
Cepa 3 C3 Semillas inoculadas con la cepa 3 de
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Pseudomonas + inéculo de Phytophthora

Semillas inoculadas con la cepa 4 de

Cepa 4 C4
P Pseudomonas + indculo de Phytophthora

Semillas inoculadas con la cepa 5 de

Cepa 5 C5
P Pseudomonas + indculo de Phytophthora

Figura 25.- Detalle de macetas N°10 con sustrato, con plantulas comenzando a emerger.

Fuente: Foto propia.
- Al cabo de 5 dias se rale6 el ensayo dejando una sola planta por maceta.

- Exceptuando el tratamiento testigo 1, a los 7 dias las macetas fueron
inoculadas con 2 trocitos de 1 cm? de diametro, de agar con medio AZ con

crecimiento de P. capsici (Figura 26), ubicandolos a 1 cm del cuello de la planta.
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Figura 26.- Inoculacion de Phytophthora capsici en macetas. Fuente: Elaboracién Propia.

- Las macetas fueron incubadas en invernadero sobre una mesada ranurada y

fueron regadas periédicamente.

- Se realizé un seguimiento de los plantines durante 25 dias, registrando la

manifestacion de sintomas correspondientes a P. capsici.

- Los valores resultantes fueron analizados estadisticamente, mediante analisis

de varianzas, ANOVA y comparacion de medias.

3.25 Biocontrol de Phytophthora en bandejas en camara de cultivo.

Ensayo preliminar

Con el objetivo de descartar aquellas cepas que no ofrecieran ningun grado de
biocontrol ante P. capsici, se realizé un ensayo preliminar al definitivo. Este se
realizod bajo condiciones de temperatura, humedad y luminosidad controladas en

camara de cultivo perteneciente al laboratorio de Fitopatologia.

- Cada tratamiento consisti6 en bandejas con arena humeda (30 %) que

contenian 24 semillas de zapallito inoculadas con las 5 cepas de Pseudomonas,

41



segun lo descripto anteriormente. El disefio experimental utilizado fue bloques

completos al azar con 3 repeticiones por tratamiento. Exceptuando el tratamiento

testigo 1, al resto se le incorporo pasado 24 horas 4 cuadrados distribuidos

homogéneamente de 1 cm? de agar zapallito con P. capsici.

Los tratamientos fueron los siguientes:

Tratamiento

Rotulo Descripcion
Testigo 1 T Semillas mojadas con solucién fisiolgica.
_ Semillas mojadas con solucién fisiologica +
Testigo 2 =)
in6culo de Phytophthora
Semillas inoculadas con la cepa 1 de
Cepal C1l
P Pseudomonas + in6culo de Phytophthora
Semillas inoculadas con la cepa 2 de
Cepa 2 C2
P Pseudomonas + in6culo de Phytophthora
Semillas inoculadas con la cepa 3 de
Cepa 3 C3
P Pseudomonas + in6culo de Phytophthora
Semillas inoculadas con la cepa 4 de
Cepa 4 Cc4
P Pseudomonas + in6culo de Phytophthora
Semillas inoculadas con la cepa 5 de
Cepab C5

Pseudomonas + inéculo de Phytophthora
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- Las bandejas fueron incubadas en un cuarto de incubacion, acondicionado a

27°C, con lamparas fluorescentes.

- Al cabo de 24 hs se realizo la inoculacién de P. capsici con 4 cuadrados de
medio de cultivo de 1 cm?. Al cabo del dia 7 se registraron las plantulas con

sintomas correspondientes a P. capsici.

-Se seleccionaron para el siguiente ensayo aquellas cepas de Pseudomonas
que hubieran mostrado un buen comportamiento frente a de P. capsici. Se
consider6 como buen comportamiento aquellos tratamientos en los que en la
bandeja el nimero de plantas sin sintomas era mayor al 50 % con respecto al

testigo, en al menos 2 repeticiones.

3.2.6 Ensayo de Biocontrol en bandejas en camara de cultivo

Este ensayo se realizd con las cepas de mejor comportamiento seleccionadas
en el ensayo preliminar (cepas 2 y 5). El mismo se realiz6 bajo condiciones de
temperatura, humedad y Iluminosidad controladas en camara de cultivo

perteneciente al laboratorio de Fitopatologia.

- Cada tratamiento consisti6 en bandejas con arena humeda (30 %) que
contenian 15 semillas de zapallito inoculadas con las cepas de Pseudomonas, e
inoculo de P. capsici. Teniendo dos testigos, el primero solo con zapallitos de
tronco inoculadas con solucion fisiolégica, y el segundo exactamente igual al
anterior pero con el inoculo de P. capsici. El disefio experimental utilizado fue
bloques completos al azar, para reducir y controlar la varianza del error

experimental, con 5 repeticiones por tratamiento.
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Los tratamientos fueron:

Tratamiento Rétulo Descripcion

Testigo 1 T Semillas mojadas con solucién fisiolégica.

Semillas mojadas con solucion fisiologica +

Testigo 2 =
in6culo de Phytophthora
Cepa de buen Semillas inoculadas con la cepa 2 de
c2
comportamiento 2 Pseudomonas + in6culo de Phytophthora
Cepa de buen Semillas inoculadas con la cepa 5 de
C5
comportamiento 5 Pseudomonas + inéculo de Phytophthora

-Las bandejas se incubaron en cdmara a 27 °C, con luminosidad controlada
con luz fluorescente, manteniendo las condiciones hidricas mediante el agregado

de agua cada 48 h.

-A las 24 horas las macetas se inocularon con 2 trocitos de 1 cm2 de medio AZ

con crecimiento de P. capsici a 1 cm del cuello de la planta

- A los 7 dias se realiz6 un recuento donde se registrd el niumero de plantas

con sintomas correspondientes a P. capsici.

Los valores resultantes fueron analizados estadisticamente con el software
Infostat (Di Rienzo et al, 2019) mediante analisis de varianzas, ANOVA y

comparacion de medias.
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3.2.7 Ensayo de Pseudomonas sp. como promotoras de crecimiento

- Se inocularon las semillas de zapallito con las 5 cepas de Pseudomonas

seleccionadas en el Punto 3.2.1.

- El disefio utilizado fue bloques completos al azar, para reducir y controlar la

varianza del error experimental con 5 repeticiones.

Cada tratamiento consistio en maceta plasticas con 2 semillas de zapallito, con

sustrato Grow Mix.

Los tratamientos fueron:

Tratamiento Rétulo Descripcion
Testigo 1 T Semillas mojadas con solucién fisioldgica.
Semillas inoculadas con la cepa 1 de
Cepal Cc1
Pseudomonas.
Semillas inoculadas con la cepa 2 de
Cepa 2 c2
Pseudomonas.
Semillas inoculadas con la cepa 3 de
Cepa 3 C3
Pseudomonas.
Semillas inoculadas con la cepa 4 de
Cepa 4 C4
Pseudomonas.
Semillas inoculadas con la cepa 5 de
Cepa5 C5
Pseudomonas.

45




- Los tratamientos se incubaron en camara a 25°C con luz fluorescente,
manteniendo las condiciones hidricas con riego cada 48 h. Al cabo de 5 dias se

rale6 cada maceta dejando una sola planta por maceta.

- A los 21 dias Se extrajeron las plantas de las macetas, separando la parte

aérea de la radicular.

-Se fotografiaron las raices y el conjunto de hojas de cada planta frescas (figura
27). Las imagenes digitalizadas fueron procesadas mediante el software Imagen

J.

Figura 27.- Fotos tomadas para determinar Area Foliar. A , hojas de zapallito; B raiz de zapallito Fuente: Foto
propia.

- Luego de fotografiar se puso el material en estufa de secado a 70°C durante

48 h. Al cabo de ese tiempo se registro el peso seco foliar y radicular.

46



3.2.8 Uso de software Imagen J

-Para comenzar a trabajar se realizé una calibracion de la imagen para obtener
una escala a partir de una referencia, en este caso una regla colocada en la

imagen (Figura 28).

-Una vez realizada la calibracion se procedio a cuantificar el area utilizando la
herramienta de “varita” la cual permite seleccionar objetos de colores uniformes

(Figura 29).

-Por udltimo, la funcién analizar permite cuantificar el Area, la cual se sombreo

mediante el software.

- Se cuantifico cada una de las imagenes correspondiente a los tejidos foliares

y radiculares fresco de cada tratamiento.

Se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA, mediante el software InfoStat (Di

Rienzo, 2019).
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Figura 28.- Procesamiento de area radicular de las muestras a través del programa Imagen J.

Se puede observar el detalle de la regla para poder medir la escala. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 29.- Procesamiento de area foliar de las muestras a través del programa Imagen J. El
verde fluorescente es el area seleccionada por el software y el cuadro en la zona inferior izquierda

el resultado arrojado. Fuente: Foto propia.
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4 Resultados y Discusion

4.1 Biocontrol de Phytophthora capsici en macetas en invernadero

Durante el ensayo se vio que las plantas se encontraban con sintomas de
etiolacion. Este proceso ocurre por carencia de luz y se caracteriza por poseer
tallos largos y débiles, con entrenudos largos y hojas de coloracién amarilla palida
(Figura, 30). Ademas, todas las plantas fueron afectadas por otra enfermedad, ya

que se pudieron observar signos correspondientes a Oidio.

Figura 30.- Detalle de planta etiolada. Fuente: Foto propia.

Debido a las condiciones ambientales presentadas durante el ensayo, los
resultados obtenidos no fueron los esperados segun los objetivos planteados. En

la figura 31 se observa que el tratamiento Testigo tiene un promedio de plantas
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afectadas igual al Testigo con Phytophthora. Ademas el promedio de alguno de
los tratamientos con las cepas de Pseudomonas presentd un numero de plantas
afectadas mayor que el tratamiento Testigo. Se contrasto con un analisis ANOVA,
donde el p-valor dio 0,29 (Alfa=0,05), esto indica que no presenta diferencias

significativas.

5 4,67

Numero de Plantas Sanas
N
(03]

T Phy C1 Cc2 Cc3 ca Cc5
Tratamiento

Figura 31; Nimero promedio de plantas sanas de cada tratamiento

Las condiciones ambientales pudieron haber afectado al desarrollo del in6culo
de P. capsici. Las fluctuaciones de temperatura maximas promediaron los 25°C,
insuficiente para que se establezcan las condiciones del patosistema (Gonzalez,
2016). Otra posibilidad es que la composicion fisicoquimica o la microbiota del

sustrato hayan afectado el normal desarrollo del patdgeno.

A partir de esta experiencia se decidio continuar con los ensayos de Biocontrol

en bandejas en otro ambiente bajo condiciones mas controladas.
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4.2 Biocontrol de Phytophthora (Ensayo preliminar) en camara de cultivo

Se observaron los sintomas a los séptimo dias y se registré la supervivencia

de plantas (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Resultados de biocontrol de P. capsici; el valor de cada dato representa al

nimero de plantas sanas. Ensayo preliminar.

Tratamiento Rotulo Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
TESTIGO T 22 22 10
Phytophthora Phy 4 1 1
Cepal+
C1 23 22 0
Phytophthora
Cepa 2+
C2 0 2 0
Phytophthora
Cepa 3+
C3 0 1 0
Phytophthora
Cepad +
C4 1 1 0
Phytophthora
Cepa 5+
C5 21 16 1
Phytophthora

Las cepas 1y 5 son las que cumplen con los requisitos para ser evaluadas en

el ensayo posterior, ya que en estos tratamientos el nimero de plantas afectadas

fue menor a los 50% totales en el Testigo en al menos 2 de las 3 repeticiones

(Figura 32).
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Figura 32.- Prueba de biocontrol. A) Detalle de las 5 cepas. B) Detalle de P. capsici infectando

las plantulas de Zapallito de tronco. Fuente: Elaboracidn propia.

4.3 Ensayo de Biocontrol en bandejas, en cadmara de cultivo

El resultado del ANOVA arroj6 un p-valor 0,01 (Alfa=0,05). La comparacion de
medias indicé que las cepas C5 y C1 no mostraron diferencias significativas entre
si, ni con respecto al testigo, pero si hubo diferencias significativas con respecto al

tratamiento con Phytophthora (Figura 33) (Cuadro 3 y4).
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Cuadro 3.- Media por tratamiento de plantas emergidas sin dafio producido por

Phytophthora capsici.

Testigo Phytophthora Cepa 1 Cepa 5
Tratamiento
T Phy C1 C5
Media 11,2 6,8 9,2 9,2
Test LSD Fisher Alfa=0, 05 DMS=12, 0300 CV=19, 27 y R2=0, 5.
Cuadro 4.- Resultados de andlisis comparacién de medias. Test de Fisher.
Tratamiento Medias N E.E Columnas Columnas
Phytophthora 6,8 5 0,78 A
Cepa 5+
9,2 5 0,78 B
Phytophthora
Cepal+
9,2 5 0,78 B
Phytophthora
Testigo 11,2 5 0,78 B

Test LSD Fisher Alfa=0, 05 DMS=2,351 CV=19, 27 y R2=0, 50

En la siguiente figura se puede observar la media de plantas emergidas por
bandejas, las letras diferentes indican diferencias significativas. Como se puede
observar el tratamiento con Phytophthora sin inoculacién de semillas presenta un

namero de plantas emergidas menor al resto de los tratamientos.
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b Biocontrol en bandejas
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Figura 33.- Representacién de media por tratamiento de plantas emergidas sin dafio
producido por Phytophthora capsici. Test de Fisher (Alfa = 0,05). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos.

En base a los resultados obtenidos en el ensayo de biocontrol se puede
observar que los tratamientos con las cepas de Pseudomonas seleccionadas en
el ensayo preliminar, C1 y C5, han tenido un control significativo sobre
Phytophthora capsici. Esto coincide con los resultados obtenidos por Pérez A. et
al., (2015), en donde justifica este comportamiento debido mecanismos de
producciobn de compuestos extracelulares tensioactivos denominados
biosurfactantes, con actividad litica sobre zoosporas del género Phytophthora. Del
mismo modo, en Investigaciones realizadas por Tran et al., (2007) en donde
identific6 compuestos como massetolido A, en la interferencia de los mecanismos
del patégeno. Otro estudio realizado por De Souza et al., (2003) ha demostrado

que las Pseudomonas producen sustancias como el biosurfactante massetolido A
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interrumpiendo las membranas de las zoosporas, lo que lleva a la lisis de

poblaciones enteras de zoosporas.

Otro mecanismo relacionado con los resultados obtenidos es la disponibilidad
de Hierro (Fe). Las Pseudomonas producen sideréforos, esta es una sustancia
quelante, la cual secuestra el hierro del ambiente rizosférico; al realizar esta
actividad impide la disponibilidad de dicho elemento para los agentes patégenos.
De esta manera las Pseudomonas sp. Tendran ventaja en la colonizacion de
nuevos espacios, desplazando a P. capsici. Algunos estudios comprobaron que P.
fluorescens, inhibe el crecimiento del fitopatdgeno en condiciones limitantes de
hierro (Santoyo et al., 2010). Sin embargo, no todas las cepas utilizadas tuvieron

éxito en

controlar al patégeno, esto se puede relacionar en la gran variabilidad inter e

intra especificas del género Pseudomonas (Koehorst, 2016).

4.4 Ensayo de Pseudomonas sp. como promotoras de crecimiento

El Area foliar no present6 diferencias significativas entre tratamientos (p-valor
0,76 > a). Esto mismo sucedio con el Area radicular (p-valor 0,82> a) (cuadro 5),

(Figura 34).
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Cuadro 5.- Media de area foliar y radicular.

. TESTIGO Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa 5
Tratamiento
T C1 c2 C3 C4 C5
Area media foliar
155615,4 111588,4 114418,7 148357,2 137644,6
(cm?) 138884,6
Area media
radicular 107979,4 86472,6 93672,5 113284,6 83199,2
95805,2
(cm?)
Area Foliar Area radicular
180000 120000
160000
100000 -
140000
120000 ~ 80000 -
~ €
g 100000 o
© © 60000 -
@ 80000 <
<
60000 40000 -
40000
20000 -
20000
0 0 -
T (ox} C2 C3 c4 C5 T C2 c4 C5
Tratamiento Tratamiento
A B

Figura 34, A. Representacion de media de area foliar en cm?2. B. Representacién de media de
area radicular en cm?.

El Peso foliar no presentd diferencias significativas entre tratamientos (p-valor

0,47 > a). Esto mismo sucedié con el Peso radicular (p-valor es 0,055 > q)

(cuadro 6), (Figura 35).

56




Cuadro 6.- Media de peso seco radicular en gramos.

Testigo Cepal Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa 5
Tratamiento
T C1 Cc2 C3 C4 C5
Media
radicular 0,06 0,03 0,02 0,02 0,05 0,05
(9)
Media Foliar
0,43 0,28 0,29 0,36 0,39 0,41
(9)
Peso Seco Hojas Peso seco raices
0,5 0,07
0,45
0,06 -
0,4
0,35 0,05 -
w 03 w 0,04 -
5 5
o 0,25 o
g 02 Q 0,03 -
0,15 0,02 -
0,1
0,01 -
0,05
0 0 -
T C1 € € ¢ G5 T C1 € € ¢ 5
A Tratamiento B Tratamiento

Figura 35, A. Representacion de media de peso radicular. B. Representacién de media de

peso foliar.

En cuanto a los resultados del ensayo no se observaron diferencias
significativas en las cepas de Pseudomonas utilizadas como promotoras de

crecimiento respecto al testigo. Esto puede deberse a la abundancia de fésforo en
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el sustrato, que pudo haber afectado la interaccion planta- microorganismo
promotor. Esta situacion se ve reflejada en algunos trabajos como el presentado
por Puente et al.,, (2010) en donde se observO una respuesta positiva al
rendimiento de trigo con inoculacion de Pseudomonas en sitios donde la
disponibilidad de fésforo es baja, a diferencia de lo ocurrido en ambientes con una
alta disponibilidad de fosforo. Cabe destacar que el proceso de promocion de
crecimiento se podria manifestar en estadios posteriores, Alfonso et al., (2010)
analizaron a los 7 dias el crecimiento de tomate inoculado con metabolitos activos
de Pseudomonas aeruginosa sin encontrar diferencias significativas en el
crecimiento, pero si las encontraron a los 15 dias y en rendimiento a cosecha.
Con lo cual se deberia estudiar a futuro esta interaccion con un periodo de

observacion mayor.
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5 Conclusiones

o Se encontraron cepas autoctonas del género Pseudomonas con
capacidad de biocontrol de la enfermedad producida por P.capsici en
zapallito de tronco cuando son inoculadas en las semillas previas a ser
sembradas.

o No se encontraron diferencias de crecimiento en las plantas de
zapallito entre el testigo y los tratamientos inoculados con Pseudomonas

autoctonas.

Consideraciones finales

Esta experiencia nos permite concluir la necesidad de continuar con las
investigaciones con estos microorganismos realizando exploraciones sobre la
inoculacion de Phytophthora, para determinar cual seria el método que permita
identificar las mejores condiciones del patosistema. Es interesante realizar el
ensayo de biocontrol en macetas con el sustrato utilizado normalmente en
producciones horticolas, para poder acercar esta herramienta al uso de los
productores.

Se propone en futuros estudios, comprobar el comportamiento de las cepas en
condiciones normales de produccion.

En cuanto al ensayo de promocién de crecimiento, un punto importante es
evaluar el ciclo completo de produccion para observar si se presentan diferencias

productivas.
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En el caso del area radicular se dificultd el procesamiento digital de las raices
debido al poco contraste entre estas y el fondo de la imagen. Para préoximas
experiencias se deberia buscar una forma de mejorar el contraste como por
ejemplo, el uso de colorantes oscuros en el mojado de las raices previo a la
captura de las imagenes fotograficas. Otro aspecto a tener en cuenta es el
ordenamiento de las raices dentro de la bolsa de secado para evitar la
superposicion de los tejidos y obtener imagenes mas representativas.

En base a la experiencia que constituye este trabajo final de aplicacién, y en el
objeto de alcanzar a medio o largo plazo la disminucién del impacto ambiental
provocado por el uso excesivo de agroquimicos, se sugiere la continuidad de

ensayos en experimentos relacionados con este género de microorganismos.
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7 Anexo

Composicion del medio de cultivo Gould S1 (Gould et al., 1985)

- Sacarosa 10 g. - NaHCOs 1lg

- MgS04.7H20 19 - K2HPOq4 2,39

- N-laurilsarcosinato de sodio 1,29 - Casaminoacidos 50

- Glicerol 109 - Trimetoprima 20 mg.
- Agua destilada 1000 ml

Composicion y elaboracion del Medio de Cultivo Agar Zapallito (AZ):

Para la elaboracién de este medio se requiere procesar zapallitos de tronco en

cuadrados, descartar la pulpa y hervir durante 30 minutos. Se extrae el liquido por

colacion y se le agrega 15 g de Agar. Una vez disuelto el agar, se autoclave

Composiciéon del Medio AZ

- Zapallito de tronco 500 g
- Agua destilada 1000 ml
- Agar 159

durante 15 minutos a 121°C.
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Cuadro 7.- Caracteristicas del sustrato Grow Mix.

GROWMIX'

O  MULTIPRO

| &

4

-
I 51;‘;;““
-
X
< =

S

80L

© Componentes:

Turba de  musgo

medias, Compost

de corteza,

dolomita, Agentes humectantes.

Sphagnum

de

fibras

Cal calcita, Cal

AComposicién quimica:
pH:5,0 - 5,8 (corregido)*
C.E: 0,20 - 0,60 ds/m*
Humedad: 55 - 65%
**M.O: 80 - 85%
**Cenizas: 20 - 15%

**Valores referidos a materia seca.

@ Caracteristicas fisicas:
Densidad Sustrato Seca: 140-180
Kg/m3
Densidad de Particula: 1600 Kg/m3
Porosidad total: 80-85%
Capacidad de retencion de agua: 60%
Porosidad de aire: 20-25%

Agua facilmente disponible: 30-35%

Cuadro 8, Conteo de colonias con una absorbancia de 1 en una longitud de onda de 600 nm.

Cepas
Cepal Cepa 2 Cepa3 Cepa 4 Cepa 5
1 3,5x 107 3,3 x 107 6 x 107 4x107 4 x10’
2 5x 107 5,2 x 107 5,5 x 107 6 x 107 5 x 107
Repeticion | 3 2,6 x 107 1x108 4x 107 3,3 x10’ 2 x107
4 6 x 107 6,6 x 107 6 x 107 7,1 x 10’7 1x 108
5 2 x107 5,5 x 107 1x108 2 x 10’ 3,3x10’
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7.1 Biocontrol de Phytophthora en macetas en invernadero

Cuadro 9, Contabilizacion de plantas emergidas sin dafio producido por Phytophthora capsici,

luego de 25 dias a la siembra.

. Repeticion Repeticion Repeticion
Tratamiento Rotulo Media
1 2 3
TESTIGO T 5 4 4 4,33
Phytophthora Phy 4 5 4 4,33
Cepal+
C1 4 5 5 4,67
Phytophthora
Cepa 2+
C2 3 5 5 4,33
Phytophthora
Cepa 3+
C3 3 4 4 3,67
Phytophthora
Cepa 4 +
Ca 5 5 4 4,67
Phytophthora
Cepa5+
C5 3 5 5 4,33
Phytophthora
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7.2 Ensayo de Biocontrol en bandejas en camara de cultivo

Cuadro 10, Contabilizacion de plantas emergidas sin dafio producido por Phytophthora capsici,

luego del 5to dia de siembra. Sobre un total de 15 semillas sembradas.

Tratamiento Rotulo 1 2 3 4 5
Testigo T 12 11 12 10 11
Cepa 5+
C5 10 10 5 10 11
Phytophthora
Cepal+
C1 11 7 7 10 11
Phytophthora
Phytophthora Phy 8 7 5 8 6
Resultados del analisis estadistico LSD Fisher
Cuadro 11.- Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)
FVv SC Gl CM F P-valor
Modelo 48.6 3 16,2 5,27 0,01
Tratamiento 48.6 3 16,2 5,27 0,01
Error 49,2 16 3,08
Total 97,8 19
Cuadro 12.- Test LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,351 CV=19,27 y R2=0,50
Colum Colum
Tratamiento Medias N E.E nas nas
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Phytophthora 6,8 5 0,78 A
Cepa 5

Phytophthora 9,2 5 0,78 B
Cepa 1

Phytophthora 9,2 5 0,78 B
Testigo 11,2 5 0,78 B

7.3 Ensayo de Pseudomonas sp. como promotoras de crecimiento

Cuadro 13.- Resultados de Area en cm?2y Peso en g por cada tratamiento.

_ Rep Area Peso seco Area Peso seco
Tratamiento

eticion | foliar (Cm?) Foliar (g) radicular (Cm?) radicular (g)
TESTIGO 1 158781 0,43 94924 0,06
TESTIGO 2 210565 0,62 158637 0,10
TESTIGO 3 122687 0,35 130151 0,07
TESTIGO 4 97779 0,26 48493 0,01
TESTIGO 5 188265 0,47 107692 0,05
CEPA 1 1 86258 0,26 70924 0,05
CEPA 1 2 101030 0,19 33576 0,00
CEPA 1 3 187097 0,48 141992 0,06
CEPA 1 4 164995 0,32 126323 0,02
CEPA 1 5 155043 0,53 106211 0,04
CEPA 2 1 53821 0,17 50729 0,01
CEPA 2 2 152750 0,37 130051 0,04
CEPA 2 3 154709 0,37 99357 0,02
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CEPA 2 4 42695 0,12 36982 0,01
CEPA 2 5 153967 0,38 115244 0,02
CEPA 3 1 166994 0,50 75062 0,01
CEPA 3 2 227880 0,53 93776 0,04
CEPA 3 3 106149 0,25 105187 0,03
CEPA 3 4 85835 0,18 84355 0,00
CEPA 3 5 68254 0,21 100729 0,03
CEPA 3 3 106149 0,25 105187 0,03
CEPA 3 4 85835 0,18 84355 0,00
CEPA 3 5 68254 0,21 100729 0,03
CEPA 4 1 169864 0,36 78717 0,05
CEPA 4 2 151197 0,48 151343 0,04
CEPA 4 3 181094 0,40 179318 0,06
CEPA 4 4 220141 0,63 135037 0,12
CEPA 4 5 19490 0,06 22008 0,00
CEPA 5 1 157330 0,50 127011 0,04
CEPA 5 2 170797 0,41 108895 0,06
CEPA 5 3 45071 0,19 47494 0,03
CEPAS 4 91399 0,39 90121 0,06
CEPA 5 5 223626 0,57 42475 0,06

Area Foliar

Resultados del analisis estadistico ANOVA

Cuadro 14.- Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

FV SC Gl CM P-valor

81




906661036 18133220

Modelo 2 5 12 0,52 0,76
906661036 18133220

tratamiento 2 5 72 0,52 0,76
939883174 34810487

Error 11 27 93
1,03055E+

Total 11 32

Area Radicular

Resultados del andlisis estadistico ANOVA

Cuadro 15.- Andlisis de la Varianza (SC tipo IIl)

P-

FV SC Gl CM F valor
352110837 70422167

Modelo 6 5 5,3 0,44 0,82
352110837 70422167

Tratamiento |6 5 5,3 0,44 0,82
433052026 16038963

Error 59 27 95
468263110

Total 36 32
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Peso seco Foliar

Resultados del analisis estadistico ANOVA

Cuadro 16.- Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

FV SC Gl CM F P-valor
Modelo 0,11 5 0,02 0,94 0,47
Tratamiento 0,11 5 0,02 0,94 0,47
Error 0,62 27 0,02

Total 0,73 32

Peso seco Radicular

Resultados del analisis estadistico ANOVA

Cuadro 17.- Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

FV SC Gl CM F P-valor
Modelo 0,01 5 0,02 2,94 0,055
tratamiento 0,01 5 0,02 2,94 0,055
Error 0,02 27 0,02

Total 0,03 32
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