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RESUMEN

El cultivo de tomate es una de las hortalizas de mayor importancia, cubrir la demanda del
mismo se ve limitado por diferentes problemas fitosanitarios y entre ellos esta el
marchitamiento bacteriano por Ralstonia solanacearum. Con el objetivo de encontrar un
manejo eficaz y amigable con el ambiente se evaluaron 15 aislamientos bacterianos
formadores de endospora, en condiciones in vitro. Estableciendo las interacciones en tubos
de ensayo de 30x300 mm, con 50 mL de solucion nutritiva agarizada. Después de la
esterilizacion se le agrego un mL de la dilucion 107 de cada aislamiento, una vez solidificado
se realizé la siembra de una semilla por cada tubo, ya emergidas las plantas se realizé la
inoculacién de un ml e igual dilucion del patégeno. Los tratamientos fueron: aislado-planta-
patdgeno (15), testigo caldo de cultivo-planta (1), testigo planta-patégeno (1) y testigo
absoluto (1). El analisis de datos se hizo con el software Infostat y R estudio. Los resultados
mostraron que cuatro aislamientos (Ar-RJGi, Ar-RJGvii, Ar-RJGx y Ar-RJGxv) tuvieron la
mayor eficacia en la inhibicion del patégeno con un 0% para la variable incidencia. En la
variable nimero de raices laterales los aislamientos Ar-RJG), Ar-ARGviiy Ar-RJGx, se
destacaron con 12, 11y 10 raices laterales, respectivamente, y para dias a emision del primer
par de hojas se destacaron Ar-RIGxv, Ar-RIGxi y Ar-RIGvii, con 28, 30 y 31 dias después
de la inoculacion, respectivamente, diferenciandose estadisticamente de los testigos.
Ademas, cabe mencionar que estos aislados también mostraron caracteristica de biocontrol

y crecimiento en presencia del patogeno.

Palabras clave: Control biolégico, PGPR, aislamiento bacteriano, inoculacion.



I.  INTRODUCCION

R. solanacearum es una bacteria fitopatégena que es un conjunto de razas o cepas, las cuales
comparten caracteristicas genéticas, morfologicas y bioquimicas como para considerarse de
la misma especie, tenemos la raza 1, raza 2 y raza 3 ampliamente diseminada encontrandose
desde las tierras altas del tropico, regiones sub-tropicales y en climas frios-templados de

Europa afectando principalmente a la papa y tomate (Hayward 1991).

Este patdgeno de gran impacto en diversas especies vegetales, se ha propagado rapidamente,
causando importantes pérdidas econdmicas en la agricultura. Estas pérdidas varian segun
factores como la planta hospedante, variedad, clima, suelo, rotaciones de cultivos y cepa del
patogeno (Yuliar et al 2015). Elphinstone (2005) indica que las pérdidas pueden ser
insignificante o catastroficas, llegando hasta del 91% en tomate. Wang et al. (2023) reportan

pérdidas superiores al 50% y hasta 80% en tomate y papa.

En la actualidad es complejo el manejo de este patdgeno, no hay productos quimicos que
frenen o eviten su desarrollo, teniendo productos que matan a la bacteria en suelo, sin
embargo, son altamente tdxicos para las plantas, dejando como manejo distintas estrategias
que deben emplearse en conjunto unas con otras ya que por si solas no representarian una

forma viable para brindar un control eficaz y sustentable de la enfermedad (Melgar 2012).

Ante la problematica del uso de agroquimicos contra este microorganismo, se propone el
manejo bioldgico como una herramienta valiosa para proteger cultivos y el medio ambiente.
Usando aislados bacterianos se han obtenido resultados de antagonismo contra este patégeno
(Abo 2021), esta una alternativa eficaz y de menor costo para cultivos expuestos a patégenos
como R. solanacearum. Esta investigacion se centra en evaluar la eficacia de aislados
bacterianos in vitro, con el objetivo de seleccionar aquellos que inhiban la incidencia de esta

fitobacteria mediante la interaccion aislado-planta-patégeno.



1.  OBJETIVOS

2.1 General:

Evaluar la capacidad de 15 aislados bacterianos formadores de endospora para inhibir la

incidencia de R. pseudosolanacearum en condiciones in vitro.

2.2 Especificos:

o Determinar el porcentaje de incidencia de R. pseudosolanacearum para los aislamientos

bacterianos.

e Establecer el porcentaje de incidencia de R. pseudosolanacearum con y sin inoculacién

de los aislados.
e Seleccionar los aislados con el menor porcentaje de incidencia de la enfermedad.

e Analizar la capacidad de los aislados de inducir promocién de crecimiento vegetal.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1 R.solanacearum

Es una bacteria fitopatdgena, Gramnegativa, siendo el agente causal del marchitamiento
bacteriano (Hayward 1964), ampliamente distribuida desde ambientes tropicales hasta
templados, teniendo un amplio abanico de hospedantes incluyendo varios cientos de especies
que representan 44 familias; la familia Solanaceae siendo afectada en cultivos de alta

importancia como la papa, tomate, berenjena y tabaco (Hayward 1991).

3.2 Importancia econémica

Las perdidas varian en funcion del hospedante, cultivar, clima, suelo y practicas de manejo
sanitario, segun el IPDN (2014) en India se han presentado un estudio de las perdidas por
esta fitobacteria en el cultivo de tomate observandose pérdidas equivalentes al 91% de las
plantas y en Uganda una encuesta dio a conocer que el 88% de las granjas estaban siendo
afectadas por la marchitez bacteriana. Se estima que alrededor de tres millones de familias
estarian siendo afectadas lo que representa aproximadamente 1.5 millones de Ha™ en unos

80 paises, contabilizando unos dafios totales anuales de unos $950 millones.

3.3 Taxonomiay clasificacién

La taxonomia y nomenclatura del “patégeno de la marchitez bacteriana” ha cambiado
frecuentemente con la evolucion de las nuevas tecnologias. Denominado en un principio
Bacillus solanacearum por Smith (1896), el patdgeno fue reclasificado en mdaltiples
ocasiones antes de ser transferido al género actual, Ralstonia (Yabuuchi et al. 1995). El

descubrimiento de nuevas cepas procedentes de distintos habitats geograficos ha impulsado



una nueva reclasificacion basada en analisis gendmicos. Los principales acontecimientos en
la historia taxondmica de este organismo en los tltimos 124 afios se muestran en la linea de
tiempo (Figura 1) La organizacion del genoma, los efectores relacionados con la
patogenicidad, las vias de virulencia y las relaciones filogenéticas basadas en el genoma han

aumentado nuestra comprension de este patdgeno heterogéneo. (Sujan et al. 2020)

Replaced into Designation
genus of 3 races
Pseudomonas

Division into
28 RFLP
groups

Bacillus
solanacearum

Ee;c;ﬁii l?; Placed in genus Placed in Placed in Transferred Designation
- o Bacterium by genus genus to genus of 4 Biovars
Chester Pseudomonas Phytomonas Xanthomonas

1896 1898 (1914 J " 1923 JE 1939

Transferred to
genus
Burkholderia

First Whole genome
sequence of the strain
(GMI1000)

Use of PCR-RFLP Transferred to Use of 16s rRNg
and AFLP far genus sequending an
diversity studies Ralstonia tRNA PCR primers

for differentiation

Phylotype
based
Classification

Core genes :‘md Designation Cluster analysis Proposal of Confirmation Effector repertaires, Phylogenetic
pathogenicity of eight of ortholegous three new of three new effector-triggered studies based on
factors species species immunity whale genomes

Whole genome
analysis of strains
from three groups

2019 2020

Figura 1. Linea de tiempo de los cambios que ha tenido la clasificacion de R. solanacearum

hasta la actualidad. Fuente: Sujan et al. (2020)

A partir de ciertos andlisis las cepas del filotipo Il se agruparon en la especie R.
solanacearum, los filotipos | y Il R. pseudosolanacearum y las cepas del filotipo IV R.

syzgii. (Sujan et al. 2020)

El estado taxondmico actual de R. solanacearum se muestra en la Tabla 1, basada en la
herramienta Taxonomy Browser de la pagina web del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica.
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Tabla 1. Estado taxondmico de R. solanacearum.

Rango Nombre

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase B-Proteobacteria

Orden Burkholderiales

Familia Burkholderiaceae

Genero Ralstonia

Especies R. deutusculanense, R. isidiosa, R. manitolilytica, R. pickettii,

R. pseudosolanacearum, R. solanacearum, R. syzygii.
Fuente: National Library of Medicine (NCBI) (2020).

3.4 Sintomatologia

En plantas jovenes: comienza en la parte superior y progresan hacia abajo; puede causar falta
de flores, retraso en el crecimiento y baja productividad, o puede hacer que el tallo principal
se marchite y colapse por completo, causando la muerte antes o poco despues del trasplante.
En plantas maduras: se observa marchitamiento en las hojas mas jovenes cerca de la parte
superior, hay aparicion de cancros marrones a lo largo del tallo y un deceso en el crecimiento
normal de la planta, poco después, toda la planta se marchita repentinamente y muere. (Rich
2023)

3.5 Protocolo de identificacion del patdgeno

Para la identificacion de que el patdgeno que estamos aislando sea correcto debe pasar por
un protocolo el cual esta dividido por distintas fases y pruebas, las cuales nos ayudan a
discernir del patdgeno en cuestion. La Organizacidén Europea y Mediterranea de Proteccién
Fitosanitaria (EPPO por sus siglas en ingles), deja a disposicion los procedimientos
necesarios para llevarlo a cabo y de igual forma los pardmetros que se ponen a comparacion
y que sirven de referencia para guiarse e interpretar los datos obtenidos por cada una de las

14



pruebas hechas para la identificacion del patdgeno. Los datos comparativos y esperados del
patdgeno de interés (R. solanacearum) en perspectiva con otras bacterias se muestra en la

Tabla 2, la Tabla 3y 4 para biovares y la Tabla 5 para razas.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de R. solanacearum y otras bacterias

pertenecientes a Aciovorax, Burkholderia y Pseudomonas.

Prueba Ralstonia Burkholderia Burkholderia Burkholderia Pseudomonas Acidovorax
solanacearum Cepacia gladioli caryophylli  corrugata avenae
Pigmento difuso + + + T N -
Oxidasa - + Vi : + N
Arginina ) ) ) . ] _
dihidrolasa
R_educmon de i ) ] .\ . .
nitratos
Crecimiento a
41°C - v v + - +
Oxidacion de:
Galactosa +V + + ;
Glicerol +HW - - W
Manosa +V - + )
Utilizacion de:
Celobiosa \% + + \% -
Trehalosa \V V + +
D-Arabinosa - + + + - -
D-Tartato -V -IW + - \%
Manitol Vv + + + +
Sorbitol Vv + + + +
L-Rhamosa - - - . )
Levulino \V} + W }
Sacarosa + + + +
Glucosa + + + i + +
Benzoato vV -V + }
n-Propanol - + - +W . i
B-Alanina - - - ) 3 +
Betaina - + + +
L-arginina - + + +
L-Lisina - + + Vv
Heptanoato - + + )
D-Fucose - + + +
D - \Y - +

Nota: + = reaccion positiva; - = reaccion negativa; V = variable; W = weak (débil).

Fuente: Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria (EPPO) (2004).
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Tabla 3. Pruebas de determinacién de biovar en R. solanacearum

Utilizacion de: Biovar

1 2 3 4 5
Maltosa - + + - +
Lactosa - + + - +
Celobiosa - + + - +
Manitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -

Fuente: Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria (EPPO) (2004).

Tabla 4. Pruebas para diferenciacion de sub-fenotipos de biovar 2 de R. solanacearum

Biovar 2A RFLP Biovar 2A RFLP Biovar 2T 0 2N

Prueba grupo 26 grupo 27

Utilizacién de trehalosa - + +
Utilizacién de inositol + - +
Utilizacion de D-ribosa - - +
Actividad pectolitica Low Low High

Fuente: Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria (EPPO) (2004).

Tabla 5. Determinacion de razas en R. solanacearum

Raza 1 2 3

Reaccion en:

Tomate/Berenjena Marchitez Sin reaccion Marchitez
Tabaco (inoculacion Marchitez Sin reaccion Sin reaccion
tallo)

Tabaco (prueba de Necrosis HR Clorosis
hipersensibilidad)

Musa acuminata Sin reaccion Marchitez Sin reaccion

Fuente: Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria (EPPO) (2004).
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Los procedimientos que se harian para la deteccidn estan descritos en la Figura 2, esos serian

los dos procedimientos usados y descritos sobre los requerimientos para un diagnostico

positivo expuesto por EPPO (2004).

Los sintomas de la enfermedad, las caracteristicas morfol6gicas y bioquimicas del
agente patogeno y sus propiedades patdgenas deben estar de acuerdo con las
descripciones del protocolo.

Para el aislamiento de la bacteria y las descripciones de las caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y patogénicas, deberan seguirse los procedimientos y
requisitos del protocolo.

En el caso de infecciones latentes, tras una prueba de deteccion inicial el agente
patogeno debera aislarse mediante siembra selectiva antes o después de la inoculacion
de extracto tisular en plantas de tomate o berenjena y se identificara correctamente,
incluyendo una prueba de patogenicidad con el cultivo puro en tomate o berenjena.
Deberéa determinarse el biovar o el genotipo

Debera incluirse siempre un control negativo y positivo siempre que sea posible. Las
plantas inoculadas con la cepa de control. Las plantas inoculadas con la cepa de

control positivo deben mantenerse separadas de otras plantas de ensayo.
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'
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Figura 2. Procedimientos para la deteccion e identificacion de R. solanacearum.

Fuente: Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria (EPPO) (2004).

3.6 Manejo

No existe una Unica estrategia de control para este patdgeno, un buen manejo integrado puede

conducir a su reduccion significativamente. En regiones donde el patdgeno ya esta

establecido las practicas culturales como rotacién de cultivos con plantas no hospedantes, las

rotaciones de cultivos, la eliminacion de maleza silvestres, control de nematodos, plantar

variedades resistentes (De Armas 2017), dada la complejidad en el manejo de este patdgeno,

es crucial que el enfoque se centre en prevenir su introduccion a las parcelas (Melgar 2012).
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3.7 Control Bioldgico

Es el control mediante la aplicacion de agentes biologicos que impidan el desarrollo de la
enfermedad por un patdgeno. En el caso de las enfermedades de las plantas, los agentes
bioldgicos suelen ser cepas bacterianas o fungicas aisladas de la endosfera o rizosfera. Se han
descubierto mecanismos por los que estos agentes de biocontrol interactian con la planta
hospedante y con otros miembros de la comunidad microbiana asociada a la planta y que
comprender estos mecanismos es crucial para aislar agentes de biocontrol que sean eficaces
y brinden un manejo comparable al logrado con productos quimicos y que sea sostenible a
lo largo del tiempo. (O’Brien 2017)

3.8 Bacterias en la rizosfera

La rizosfera es la region del suelo mas proxima a la raiz, que esta bajo la constante influencia
bioquimica de los exudados radiculares, los cuales determinan la composicién microbiana de
la misma (Moe 2013). El término rizosfera, fue definido por primera vez por Hiltner (1904)
y ha sido utilizado ampliamente en la literatura cientifica con interés creciente en forma
permanente. Si bien no existe un limite espacial definido para la rizosfera, se ha propuesto
que se extiende desde la superficie de la raiz por unos pocos milimetros hasta el suelo
circundante no influenciado directamente por la raiz (Hartman y Tringe 2019). Algunos
autores la subdividen en endorizosfera, ectorizosfera y rizoplano: La endorizosfera es la zona
de la raiz ocupada por microorganismos y delimitada por el rizoplano que es la superficie de
la raiz. La ectorizosfera o rizosfera propiamente dicha en una porcién de suelo que esta
influenciada por la rizodeposicion de sustancias aprovechables por los microorganismos
edaficos (Reinhold-Hurek et al. 2015).

La interaccion entre microorganismos y plantas ocurre a lo largo de todo su ciclo de vida,
manifestandose tanto en la superficie como en las profundidades del suelo. Activamente las
raices exudan sustancias conformadas por carbono las cuales influyen en el crecimiento

microbiano en todo el entorno de la raiz. En general, se ha observado que las plantas
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modifican su rizosfera para hacerla mas atractiva a microorganismos que tienen rasgos
beneficiosos a través de los cuales se produce la promocion del crecimiento vegetal, tales
como fijacion de nitrogeno atmosférico, solubilizacién de nutrientes e inhibicion del

crecimiento de patdgenos, entre otros. (Shayanthan et al. 2022).

3.8.1 Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR, por sus siglas en ingles)

Son microorganismos que inducen alteraciones fisiologicas de las plantas o que producen
metabolitos como promotores del crecimiento vegetal. Algunas rizobacterias son capaces de
sintetizar fitoreguladores como las citoquininas que regulan la division celular impulsando
asi el crecimiento vegetal y reduciendo la senescencia foliar (Garcia de Salamone et al.
2005). Ademas de este efecto directo muchas PGPR aumentan la productividad de los

cultivos por su efecto antagonico frente a fitopatogenos (Djaya et al. 2019).

3.8.2 Antecedentes de biocontrol a partir de PGPR

Distintas investigaciones como la de Djaya et al. (2019), tuvieron como objetivo demostrar
la eficacia del antagonismo de los organismos PGPR. Sus resultados fueron alentadores ya
que demostré que ciertos aislados de Lysinibacilus sp. y de las PGPR Bacillus subtilis, y
Pseudomonas fluorescens reducen la incidencia de la enfermedad de marchitez causada por
la bacteria edéafica R. solanacearum, dando como resultado biocontroladores sumado a sus

cualidades de promocion del crecimiento vegetal.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Sitio de la investigacion

Durante los meses de enero, febrero y marzo del afio 2024, se realizaron trabajos
experimentales en condiciones controladas en el laboratorio de Ecologia Microbiana de la
Catedra de Microbiologia Agricola, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires,

ubicado en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Republica Argentina.

4.2 Materiales y equipo

Materiales: tubos de ensayo de 30 x 300 mm, tapones, gradillas, cajas de Petri (estériles y
descartables), ansas, papel de aluminio, tubos de ensayo de 15 x 150 mm, micropipetas
(20-200, 100-1000 y 1000-5000 pL), puntas de micropipetas, pipetas de cristal de 1 mL,

peptona de carne, extracto de carne, agar glucosa, solucién fisiolégica, alcohol al 70%.

Equipos utilizados: flujo laminar (Casiba, VL-1), agitador orbital con calefaccion
(BIOMINT, modelo BM081), estufa de cultivo (San Jor), autoclave (Vz), vortex (Vicking),
plato caliente y agitador magnético (Decalab, Fbr), balanza digital (Denver instrument,
modelo MXX-612).

4.3 Seleccién de aislados

De una coleccion de 447 aislamientos totales, procedentes de plantas de tomate (Alvarado
Ramirez, Garcia de Salamone 2022), del subgrupo de 149 aislados procedentes de
calentamiento y formadores de endospora se seleccionaron 15 aislados con caracteristicas de
formacion de endospora. Para estos se evalu6 in vitro la interaccion asilado-planta-patégeno,

para determinar su capacidad de inhibir la incidencia de la bacteria patégena



R. pseudosolanacearum en plantas de tomate bajo condiciones controladas a una

temperatura media de 24°C, con un fotoperiodo de 13/10 horas de luz/oscuridad.

4.4 Produccion de colonias y cultivos de los aislados y del patdgeno

Los aislados seleccionados fueron sembrados en placas Petri conteniendo medio de cultivo
Agar nutritivo (An+Glc), incubados en una estufa de cultivo a 30°C y oscuridad, revisados
cada 24 h hasta que formaron colonias. En la camara de flujo laminar con un ansa estéril se
tomd una colonia de la placa Petri respectiva y se transfirié a un medio de cultivo liquido
(caldo de cultivo), que tenia la misma composicion que el medio An+GlIc pero sin agar. Se
hicieron dos ciclos con agitacion constante a 150 rpm y 27°C. El primer ciclo fue de 24 h
para lograr que las células bacterianas se dispersaran. EI segundo ciclo se inicié con 1 ml del

del tubo procedente, pero con una duracion de 72 h.

4.5 Establecimiento de ensayos de interaccion aislado-planta-patégeno

Se preparo la solucion Hoagland segun lo descrito por Taiz y Zeiger (2002), con modificacién
de la fuente de hierro propuesta por Garcia de Salamone y Alvarado Ramirez (2023), mas
ocho gramos de agar por cada litro, para obtener un medio de cultivo semisélido que
permitiera el crecimiento de la raiz. Este medio de cultivo fue dosificado en los tubos
previamente descritos, para ser esterilizado en autoclave (1 atm y 121°C durante 30 min).
Cuando la temperatura descendié a 25-30°C, se inoculd con 1 ml de una dilucién de 103
procedente del segundo ciclo de la preparacién del inoculo de los respectivos aislados, se
homogeneizaron con un ciclo de 10 segundos en vortex y se dejaron enfriar y solidificar. La
siembra de una semilla de tomate variedad Platense por tubo se realiz6 24 horas después de

la inoculacion de los aislados.
En el caso del patogeno, se siguid el mismo procedimiento, pero la inoculacién se realizd

cuando la plantula emergid y abrio sus cotiledones. Para realizar este procedimiento también

se inoculé 1 ml de la dilucion de 107 utilizando una pipeta de vidrio estéril para cada tubo
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haciendo la descarga lo mas cerca posible a la raiz principal, iniciando desde el fondo del

tubo de ensayo liberando el inoculo de abajo hacia arriba.

4.6 Tratamientos

Se consideraron cinco tratamientos para cada aislado evaluado. Los mismos se fueron:
a) Aislado + planta + patdgeno.

b) Aislado + planta.

c) Planta + patégeno.

d) Caldo de cultivo + planta.

e) Plantas (testigo absoluto).

La descripcion de cantidad de tubos necesarios para el montaje del ensayo se muestra en la
Figura 3, para los quince aislamientos y cada uno de los tratamientos evaluados dentro del
ensayo.

Aislado 1+ planta + patogeno Aislado 12 + planta + patogeno

|_Aislado2+planta+patogeno | | _Aisladol3+plantatpatogeno | | Aisaldo9+planta____|
|__Aislado3+planta+patogeno | | Aisladold+plantatpatogeno | | Aisaldol0+planta_____|
|_Aisladod+planta+patogeno | | AisladodS+plantatpatogeno | | Aisaldoll+planta |
| AisladoS+planta+patogeno | | Asaldol+planta | | Aisaldol2+planta |
|__Aislado6+planta+patogeno | | Asaldo2splanta | | Aisaldol3+planta |

Aisaldo 8 + planta

Aislado 7 + planta + patogeno _ Aisaldo 3 +planta _ Aisaldo 14 +planta

|__Aislado8+planta+patogeno | | Aisaldod+planta____| | Aisaldol5+planta |
| |

|__Aislado9+planta+patogeno | | AisaldoS+planta______ [ | Planta+patogeno |
| |

|__Aislado10+planta+patogeno | | Aisaldob+planta______ | | Caldodecultivo+planta |
] ]

|__Aisladol1+planta+tpatogeno | | Aisaldo7+planta______ [ | Plantas(testigoabsoluto) |
[ [

Figura 3. Esquema experimental de la cantidad de tubos totales (99 totales). El color verde

y el numerado en cada caja indican cada una de las repeticiones del respectivo tratamiento.

4.7 Variables de respuesta
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Para determinar el efecto de los diferentes aislados evaluados se tomaron tres variables de

respuesta:

a) Incidencia: Se tomo como positiva la presencia de los siguientes sintomas: necrosis en
los puntos de crecimiento de la raiz principal y laterales, emision de raices aéreas, asignando
el valor de uno cuando se observaron dafios por el patégeno y cero cuando no se presentaron
sintomas de dafio por el patégeno (A. Ramirez y Garcia de Salamone 2023).

b) Dias a emisién del primer par de hojas (DEPPHV): Se tomo cuando ocurrid la
elongacion del entre nudo de los cotiledones y el primer par de hojas verdaderas.

¢) NUumero de raices laterales: Se tomo el nimero final de raices secundarias y terciaras

a los 40 dias de iniciado el experimento.

Las variables fueron evaluadas cada tres dias, después del dia siete de la inoculacion con el
patogeno, la finalizacion del ensayo estard sujeta a la emision del primer par de hojas

verdaderas del testigo absoluto, que en este caso fue a los 40 dias.

4.8 Disefio experimental y analisis estadistico

En cada ensayo se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones
para cada tratamiento. Los datos obtenidos fueron analizados con el software Infostat version
estudiante (Di Rienzo et al. 2013) y con R estudio. Las medias fueron comparadas con la
prueba de Tukey con un 0=0.05 para las variables con distribucion normal, y para las que no

presentaron normalidad se hizo una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con un 0=0.05.
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V. RESULTADOSY DISCUSION

5.1 Incidencia

Posterior a la inoculacion con R. pseudosolanacearum, se realizaron evaluaciones cada tres
dias durante el desarrollo del ensayo y se pudo contrastar que los sintomas asociados a este
patdgeno no se expresaron en cuatro de los quince aislados evaluados. Esto se observé en las
plantas que fueron tratadas con los aislamientos Ar-RJGi, Ar-RJGvii, Ar-RJGx y Ar-RJGxv
(Figura 4). Como resultado, se registr6 una incidencia del 0% en las plantas inoculadas con
los aislamientos mencionados anteriormente. En el caso de las plantas tratadas con los
aislamientos Ar-RJGu, Ar-RIGn, Ar-RJGix, Ar-RIGxi y Ar-RIGxn, se observo una

supresion parcial de los sintomas registrando una incidencia equivalente al 33%.

Incidencia

=
Q
Q
&
<

X © =

[©]
> ¢
ER

Testigo absl

Tratamiento

Figura 4. Incidencia de la enfermedad debido a la inoculacion con los distintos aislamientos
obtenidos de plantas de tomate. Las letras distintas sobre cada barra indican diferencias

significativas segun el test de Krustal Wallis (0=0.05).



Segun datos presentados por Shen et al. (2018), demostraron en su estudio en el cual
sumergieron raices de tomate en una solucién con Bacillus pumiluswWP8 y posteriormente en
un inoculo R. solanacearum que B. pumilusWP8 tiene efectos de PGPR y de biocontrolador
contra R. solanacearum, dando como resultado un 90% en la reduccion de incidencia de este
patdgeno. En este trabajo los resultados con algunas cepas fueron ain mejores dado que se

obtuvo una reduccién del 100% de la incidencia de la enfermedad.

Ademas Agarwal et al. (2020), quienes evaluaron la capacidad que tienen las bacterias
endofiticas como Staphylococcus warneri GL1, Bacillus velezensis GL3, B. velezensis GL5
y B. velezensis GMC2 de proteccion contra R. solanacearum, sumergio plantulas de tomate
en una solucién de agua destilada y los aislados, posteriormente pasaron por un método de
inmersién de raiz para la inoculacion del patdégeno y concluyeron que pueden ser
biocontroladores de R. solanacearum, ya que sus resultados mostraron que los aislados
obtuvieron una reduccion en incidencia del 54.63% al 77.67%. Los resultados obtenidos,
superan la reduccion de la incidencia de la enfermedad, incluso superando el 54.63%, debido
a que en los aislados evaluados que tuvieron una reduccion parcial la reduccion fue del 67%.
Seis de los aislados estudiados tuvieron un nivel de incidencia de la enfermedad igual a los

controles inoculados solamente con R. pseudosolanacearum.

5.2 Dias a emision del primer par de hojas verdaderas (DEPPHV)

Respecto a esta variable, los aislados que se destacaron fueron: Ar-RJGxv, Ar-RJGx y Ar-
RJGvii los cuales mostraron propiedades de PGPR. Las plantas inoculadas con estos
aislamientos manifestaron un mayor desarrollo, presentando la emergencia del primer par de
hojas verdaderas al dia 28, 30 y 31 después de la inoculacion, respectivamente en
comparacion con los demas tratamientos y testigo, los cuales emitieron el primer par de hojas

en los dias 37 y 40, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Dias a emision del primer par de hojas verdaderas (DEPPHV) debido a la
inoculacién con de los distintos aislamientos obtenidos de plantas de tomate. Las letras

distintas sobre cada barra indican diferencias significativas segun el test de Tukey (0=0.05).

Estos resultados coinciden con lo informado por Widnyana (2019), quien en su investigacion
remojo semillas de tomate en soluciones con Pseudomonas spp. y Bacillus spp y afirma que
mediante esta inoculacion estas PGPR aumentaron la tasa de crecimiento y generaron en las
plantas inoculadas un mayor nimero de hojas en comparacion con el tratamiento control. De
igual forma la investigacion realizada por Kefela et al. (2015) mostr6 que mediante la
inoculacién de Paenibacillus polymyxa, Bacillus licheniformis y Bradyrhizobium japonicum,
en otra especie cultivable, también observo una tasa de crecimiento mas acelerada, resaltando
que las plantas inoculadas con B. japonicum a la edad de una semana parecian tener dos

semanas Y las tratadas con B. licheniformisy P. polymyxa de tres semanas.

5.3 Numero de raices laterales
Los aislamientos Ar-RJG), Ar-RJGvii y Ar-RJGx indujeron el mayor nimero de raices

laterales, con un promedio de 12, 11y 10, respectivamente, diferencidndose estadisticamente

del resto de los tratamientos y del testigo (Figura 6). En otros casos como Ar-RJGyy con un
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promedio de una raiz y el testigo de planta méas patdgeno que mostro un promedio de seis

raices laterales.
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Figura 6. Numero de raices secundarias en cada uno de los tratamientos. Las letras distintas

sobre cada barra indican diferencias significativas segun el test de Tukey (0=0.05).

Resultados similares informaron Zhao et al. (2023), en un estudio aplicando combinaciones
de microorganismos como Providencia vermicola, Pseudomonas corrugata, Advenella
kashmirensis sub sp. methylica, Empedobacter brevis. Estos autores observaron que
mediante la inoculacion con distintas combinaciones de estos microorganismos un aumento
del 50% de la cantidad de raices laterales, con respecto al tratamiento control. Este parametro
es de importancia en los sistemas productivos debido a que aumentando el nimero de raices
secundarias se favorece la absorcion de nutrientes del suelo realizando un mejor

aprovechamiento de los recursos disponibles para las plantas Mukherjee (2021).
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VI. CONCLUSIONES

Los aislados Ar-RJGI, Ar-RIJGVIII, Ar-RJIGX y Ar-RIJGXV, fueron capaces de
reducir al 0% la incidencia de R. pseudosolanacearum, y Ar-RJGII, Ar-RJGIII, Ar-
RIGIX, Ar-RJIGXI y Ar-RJGXII, registraron una incidencia equivalente al 33%.

Los aislados Ar-RIGXV, Ar-RJGXII y Ar-RJGVIII, redujeron el nimero de dias a
emision del primer par de hojas verdaderas, con 28, 30 y 31 dias después de la

inoculacién, respectivamente, incluso con la interaccién del patdgeno.

Para el nimero de raices laterales los aislamientos Ar-RJGI, Ar-RJGVIIl y Ar-RJIGX,
indujeron un promedio de 12, 11 y 10 raices, respectivamente, observandose mayor

formacidn de raices laterales, respecto a los testigos.

La metodologia empleada para evaluar los aislamientos obtenidos es adecuada porque

permite estudiar la interaccion entre los aislados, la planta y el patégeno.

Segun los resultados obtenidos en la presente investigacion, el uso de control
bioldgico contra la incidencia de Ralstonia pseudosolanacearum, podria ser una
herramienta alternativa o complementaria al control quimico, como parte del manejo

integrado de plagas en tomate.



VIl. RECOMENDACIONES

e Los aislados Ar-RJGxv, Ar-RJG), Ar-RJGx y Ar-RJGvin que fueron seleccionados
porque manifestaron una incidencia de R. pseudosolanacearum del 0% logrando

evitar la accion del patdgeno en la planta. Esto indica su potencial como bioinsumos

de uso horticola.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion de materiales utilizados:

- Solucion Hoagland: 6 mL/L KNOsz, mL/L Ca (NOz)2-4H20, NH4H2PO4, 1 mL/L
MgSQ4:7H20, 2 ml/L de KCI, H3BO3, MnSO4-H,0, ZnSO4-7H,0, CuSO4-5H,0 y
H2Mo00O4, 1 mL/L FeCl3z-6H20.

- Solucidn fisiologica: 0.9 g/L de NaCl.

- Caldo de cultivo: 5g/L de peptona de carne, 3 g/L de extracto de carne y 5g/L de
glucosa.

- Agar nutritivo: 5g/L de peptona de carne, 3 g/L de extracto de carne, 5g/L de
glucosay 16 g/L de agar.

Anexo 2. Analisis estadistico para Incidencia.

Pruceba de Eruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas gl C H B
Incidencia Ar-ARGI 3 Q.00 0.00 Q.00 17 0.75 29,85 QoL13
Incidencia Ar-ARGIT 3 0.33 0.58 0.00
Incidencia Ar-ARGITI 3 0.33 0.58 0.00
Incidencia Ar—-ARGIV 3 1.00 0.00 1.00
Incidencia Ar-ARGIX 3 0.33 0.58 0.00
Incidencia Ar-ARGV 3 1.00 0.00 1.00
Incidencia Ar-ARGVI 3 1.00 0.00 1.00
Incidencia Ar-ARGVII 3 1.00 0.00 1.00
Incidencia Ar-ARGVIII 3 Q.00 0.00 0.00
Incidencia Ar-ARGH 3 Q.00 0.00 0.00
Incidencia Ar-ARGXT 3 0.33 0.58 0.00
Incidencia Ar-ARGETI 3 0.33 0.58 0.00
Incidencia Ar-ARGKIIT 3 1.00 0.00 1.00
Incidencia Ar-ARGEIV 3 1.00 0.00 1.00
Incidencia Ar-ARGEV 3 Q.00 0.00 0.00
Incidencia Testigo absl 3 0.00 0,00 0.00
Incidencia Testigo CC 3 0.00 0.00 0.00
Incidencia Testigo Es 3 1.00 Q.00 1.00




Anexo 3. Analisis estadistico para dias de emision primer par de hojas verdaderas

Analisis de la varianza

Variabkle N R= R*® &3 CW
DEFPHV 54 0.84 0.82 3.21

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. S5C gl CM F p-valoxr

Modelo 83 17 47.11 35.33 «0.0001
Tratamiento 83 17 47.11 35.33 «<0.0001
Error 00 36 1.33

Total 23 53

Test:Tuokey Alfa=0.05 DMS=3.53587
Error: 1.3333 gl: 36

Tratamiento Medias n E.E.

Br-BRGV 40.00 3 0.67 A

Rr-BRGVI 40.00 3 0.67 R

Br-BRGVII 40.00 3 0.67 A

Rr-BRGIV 40.00 3 0.87 R

Br-ARGI 40.00 3 0.67 A

Rr-BRGIT 40.00 3 0.87 R

Ar-ARGIII 40.00 3 0.687 &

Br-BRGXIV 37.00 3 0.67T R B

Ar-ARGXIII 37.00 3 0.7 A B

Testigo CC 35.00 3 0.67 B C

Testigo Rs 35.00 3 0.87 B C
Ar-BRGXT 34.00 3 0.67 B C D
Testigo absl 34.00 3 0.87 B C D
Br-BRGX 33.00 3 0.67 C I E
Rr-BRGIX 33.00 3 0.87 C D E
Br-BRGVIII 31.00 3 0.67 b E F
Rr-BRGHII 30.00 3 0.87 E F
Br-BRGEV 28.00 3 0.67 F

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 4. Anélisis estadistico de numero de raices laterales.

Analisis de la varianza

Variable o) E* R* BAj CW
Mo. de raices secundarias 54 0.90 0.85 20.32

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 618.09 17 36.36 19.06 <0.0001

Tratamiento &18.09 17 36.36 19.06 <0.0001

Error .67 38 1.91

Total X 76 53

oo
o

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=4.22910
Errcor: 1.5074 gl: 3¢

Tratamiento Medias n E.E.

Ar-ARGI 12.33 3 0.80 A

Ar-ARGVITI 11.00 3 0.80 A B

Ar-BRGX 10.00 3 0.80 2 B C

Ar-BRGV 9.00 3 0.80a B C
Ar-BARGIX 9.00 3 0.80a B C

Testigo absl 9.00 3 0.80 4 B C

Ar-RRGEXI §.33 3 0.80ax B C D
Testigo CC 7.7 3 0.80 B C D
Ar-ARGXITI 7.33 3 0.80 BE C D
Ar-ARGIIT 7.33 3 0.80 BE C D
Ar-ARGII 6.67 3 0.80 cC D
Ar—-ARGIV 6.7 3 0.80 c D
Testigo Rs 6.33 3 0.80 cC D
Ar-RARGKIV 6.00 3 0.80 C D
Ar-ARGVI 4.33 3 0.80 D E
Ar-ARGVII 1.33 3 0.80 E F
Ar-BRGXV 0.00 3 0.80 F
Ar—-ARGXIII .00 3 0.80 F

Msdias con una letra comiin no s5on significativamente diferentes (p » 0.05)
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Anexo 5. Siembra de bacterias en placas Petri.

Anexo 6. Necrosis en puntos de crecimiento en la raiz de la planta.
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Anexo 7. Muestra de raiz sana y conteo de raices laterales.

Anexo 8. Elongacion del primer par de hojas verdaderas.
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Anexo 9. Comparacion de una raiz con signos de R. solanacearum y una raiz sana.
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