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RESUMEN

En Argentina el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es el segundo cultivo horticola en
importancia desptes de la papa, ampliamente difundido en el Cinturon Horticola Platense.
Asimismo, esta especie vegetal representa un sistema modelo en el estudio de interacciones planta-
microorganismo. La Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) es un mecanismo de defensa activo en
las plantas que confiere proteccion inespecifica en tejidos distantes del sitio de la interaccion (sitio
localizado) contra un amplio espectro de microorganismos. Diferentes agentes quimicos, algunos
sintéticos anadlogos al acido salicilico (AS), como el 4cido benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-carbotioico S-
metil ester (BTH), actian como inductores de RSA. Actualmente entre los problemas sanitarios que
afectan a los cultivos de tomate, se destacan los hongos asociados a manchas foliares, entre ellos
representantes del género Stemphylium Wallr., siendo los agentes causales de la “mancha gris de la
hoja de tomate”. Los sintomas tipicos son manchas angulares-circulares de color pardo, ligeramente
hundidas y con el centro grisaiceo que puede desprenderse (autotomia), lo que constituye una
caracteristica diagnoéstica. En este sentido es necesario identificar taxondmicamente los hongos del
género Stemphylium, y establecer las diferencias morfoldgicas con hongos afines (Alternaria spp.),
para realizar un manejo adecuado de la enfermedad. La relacidon entre estos hongos es ambigua y
por ello atin se encuentra bajo andlisis y discusion. Estas enfermedades se controlan con fungicidas,
pero se desconoce el efecto de la RSA sobre las mismas, informacion que es clave para realizar un
manejo sustentable de la enfermedad. La “mancha gris de la hoja del tomate™ tiene una incidencia
que esta aumentando considerablemente, siendo cada vez mas severa en latitudes mas australes del
pais, puesto que el manejo de los fitopatdgenos es frecuentemente dificultoso y ademds no hay
disponibilidad de variedades resistentes de gran parte de los cultivares de tomate. Por lo que la
induccion de RSA podria ser una alternativa conducente a lograr una agricultura sustentable.

De esta manera, el objetivo general de este trabajo fue profundizar el conocimiento de los
hongos causantes de la “mancha gris de la hoja en tomate” y evaluar su control utilizando la
aplicacion de compuestos activadores de la RSA.

Se obtuvieron 49 aislamientos monosporicos pertenecientes al género Stemphylium a partir
de muestras de hojas con sintomas de “mancha gris de la hoja de tomate”, colectadas de diversas
variedades comerciales y procedentes de las provincias de Buenos Aires y Corrientes durante las
campaias correspondientes al periodo 2010-2013, los que se conservaron en cultivos stock para los

estudios posteriores; los cuales estan depositados en el cepario del CIDEFI, FCAyF-UNLP.
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Tres aislamientos se confirmaron pertenecientes al género Stemphylium utilizando el
marcador molecular ITS (Internal Transcribed Spacer) y las caracteristicas morfométricas de los
conidios que coincidieron a las reportadas para S. lycopersici.

Se obtuvo el perfil de metabolitos secundarios de los aislamientos CIDEFI estudiados,
existiendo variabilidad en su capacidad para sintetizar un espectro diferencial de metabolitos
especificos. Se registraron 23 compuestos, varios de los cuales aun no estaban registrados para
Stemphylium, con la infectopirona como el metabolito mas representado. El aislamiento CIDEFI
216 cuyo fenotipo vari6 segun las condiciones de cultivo, incluyendo su respuesta al estrés hidrico,
fue capaz de afectar diferencialmente distintos cultivares de tomate.

Este aislamiento reveld ser polifago, mostrando también sintomatologia tipica de manchas
foliares de la enfermedad estudiada sobre otras especies vegetales como Capsicum anum L.,
Cucumis sativus L., Cucurbita maxima var. zapallito (Carriere) Millan, Cucurbita pepo L., Eruca
sativa Mill., Lactuca sativa L., Phaseolus vulgaris L., Solanum melongena L. y Zea mays L.

Se evaluo el efecto del BTH frente a la inoculacion con el aislamiento CIDEFI 216 en tres
sistemas de estudio: 1, bajo condiciones in-vitro sobre hojas desprendidas de tomate; ii, en plantas
de tomate cultivadas en macetas en invernaculo; y iii, en cultivo en invernaculos de produccion
comercial. Bajo ciertas condiciones de aplicacion el BTH redujo la severidad del aislamiento
CIDEFI 216, aunque su respuesta en planta no fue estable y caus6 cierto grado de fitotoxicidad.
Aunque en invernaculos de produccion comercial el BTH redujo la severidad de la enfermedad,
provocada por infeccion natural de Passalora fulva, no se observaron alteraciones en los
rendimientos del cultivo. Todos estos resultados sugieren que el BHT es un compuesto que tiene
potencial en la induccion de proteccion del tomate frente a la “mancha gris de la hoja de tomate”.
Sin embargo, pardmetros como TBARS, fenoles totales y la actividad POX no resultaron ser

indicadores fidedignos en la deteccion de RSA.
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ABSTRACT

In Argentina, the tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) is the second most important
horticultural crop after the potato, widely spread in “Cinturén Horticola Platense”. Also, this plant
species represents a model system in the study of plant-microorganism interactions. Systemic
Acquired Resistance (SAR) is an active defense mechanism in plants that confers nonspecific
protection in tissues distant from the site of interaction (localized site) against a broad spectrum of
microorganisms. Different chemical agents, some synthetic salicylic acid (SA) analogues, such as
benzo- (1,2,3) -thiadiazol-7-carbothioic S-methyl ester (BTH), act as inducers of SAR. Currently,
among problems of plant health that affect tomato production, fungi associated with leaf spots stand
out, among them representatives of the genus Stemphylium Wallr., being the causal agents of the
"gray spot of tomato leaf". Their typical symptoms are brownish angular-circular spots, slightly
sunken and with a grayish center that can come off (autotomy), which is a diagnostic characteristic.
In this sense, it is necessary to taxonomically identify fungi from the Stemphylium genus, and
establish morphological differences with related fungi (Alternaria spp.), for perform right
management of the disease.The relationship between these fungi is ambiguous and therefore is still
under analysis and discussion. These diseases are controlled with fungicides, but the effect of SAR
on them is unknown, information that is key to sustainable management of the disease. The “gray
spot of the tomato leaf” has an incidence that is increasing considerably, becoming more severe in
the southernmost latitudes of the country, since the management of phytopathogens is frequently
difficult and also there is no availability of resistant varieties of great part of tomato cultivars, the
ASR induction can be an alternative conducive to achieving sustainable agriculture.

In this way, the general objective of this work was to deepen the knowledge of the fungi that
cause ‘“gray leaf spot in tomato” and to evaluate their control using the application of SAR
activating compounds.

Forty nine monosporic isolates belonging to the genus Stemphylium were obtained from leaf
samples with symptoms of "gray spot of tomato leaf', which were collected from various
commercial varieties from the provinces of Buenos Aires and Corrientes during the campaigns
corresponding to the period 2010- 2013. These isolates were kept in stock cultures for subsequent
studies; which are deposited in the culture collection “CIDEFI”, FCAyF-UNLP.

Three isolates were confirmed belonging to the genus Stemphylium using the molecular
marker ITS (Internal Transcribed Spacer) and the morphometric characteristics of the conidia that

coincided with those reported for S. lycopersici.
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The profile of secondary metabolites of the isolates was obtained, with variability in their
ability to synthesize a differential spectrum of specific metabolites. Twenty three compounds were
registered, several of which were not yet registered for Stemphylium, with infectopyrone as the most
represented metabolite.

The CIDEFI 216 isolate, whose phenotype varied according to culture conditions, including
its response to water stress, was able to differentially affect the leaf material of different tomato
cultivars. This isolate revealed to be polyphagous, also showing leaf spot symptoms on other plant
species such as Capsicum anum L., Cucumis sativus L., Cucurbita mdxima var. zapallito (Carriere)
Millan, Cucurbita pepo L., Eruca sativa Mill., Lactuca sativa L., Phaseolus vulgaris L., Solanum
melongena L. and Zea mays L.

The effect of BTH was evaluated through its application in three study systems: i, under in-
vitro conditions on detached leaves against inoculation with CIDEFI 216 isolate; ii, in potted plants
also exposed to the same fungus; and iii, in cultivation in commercially produced greenhouses.
Under certain application conditions, BTH reduced the severity of CIDEFI 216 isolate, although its
response in the plant was not stable and caused phytotoxicity. Although BTH reduced the severity
of leaf diseases in commercial greenhouses, which corresponded to Passalora fulva, no alterations
in crop yields were observed. All these results suggest that BHT is a molecule that has the potential
to induce protection of the tomato against the "gray spot of the tomato leaf". However, parameters

such as TBARS, total phenols, and POX activity were not useful in detecting ARS.

20



Capitulo 1.

Introduccion general.
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1. El cultivo de tomate

El género Lycopersicon, perteneciente a la familia Solanaceae, tiene su origen en América
del Sur, puntualmente en la regiéon andina desde el sur de Colombia hasta el norte de Chile, y fue
domesticado en México (Blancard et al. 2011). El cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) ocupa un lugar importante entre las hortalizas a nivel mundial debido a su valor econéomico.
Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, producciéon y comercio (FAO-
FAOSTAT, 2021) tomate es un fruto con adecuadas propiedades nutricionales, dadas por su
contenido en vitamina C, potasio, fibra, y beta caroteno, como asi también es precursor de la
vitamina A, y como fuente de licopeno, cumpliendo un importante rol como alimento funcional en
la prevencion de enfermedades (Blancard et al. 2011).

La importancia de la horticultura en la Argentina se manifiesta en diversos aspectos: por su
amplia distribucion geografica presente en todas las economias regionales, por la diversidad de
cultivos que implica, por su contribucion histérica al producto bruto (11.6% PBI Agricola,
utilizando apenas el 2% de la superficie agricola), por su contribucién a la alimentacién de la
poblacion (132 kg/hab/aiio) y por estar sustentada en sistemas de produccion caracterizados como
PyMES, con la alta generacion de empleo que implica, unas 350.000 personas en la etapa primaria
de produccion, sumado a los trabajadores ocupados en el resto de la cadena de valor: seleccion,
empaque, comercializacion, proveedores de insumos, asesores y transportistas (Garcia & Hang
2007; Garcia 2016; Fernandez Lozano & Olaf Budde 2018; Leguizamon 2018). La superficie
nacional dedicada a la horticultura se estima en 600.000 hectareas que generan una produccion
cercana a las 10.500.000 toneladas. Esta cantidad esta representanda por las siguientes especies: la
papa, el tomate, la cebolla, la batata, el zapallo, la zanahoria, la lechuga, el poroto y el ajo que
contribuyen al 65% y la acelga, la mandioca, el zapallito, la sandia, el meldn, el choclo, la berenjena
y el pimiento que corresponden al 20%. E1 93% de esta produccion se destina al mercado interno y
el 7% restante se exporta. La diversidad de hortalizas que produce Argentina, alcanza a mas de 115
especies cultivadas en pequefias y grandes extensiones (Balbi 2018; Leguizamon 2018).

Aunque el tomate se cultiva en casi todo el pais, tiene una fuerte concentracion en las
provincias de Corrientes y Buenos Aires, representando aproximadamente el 90 % de la superficie
nacional (Corvo Dolcet 2005). Actualmente el Cinturon Horticola Platense (CHP), una zona
historicamente dedicada a este tipo de cultivos, es el méas importante del pais (Garcia 2015) con una
superficie ocupada por invernaderos que alcanza las 3000 ha y contribuye con el 62% de la

produccién en la Provincia de Buenos Aires, equivalente a 30.580 tn/afio (CNA 2008). Segun el
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censo horticola de la provincia de Buenos Aires en el afio 2005 en La Plata el 83 % de la
produccion de tomate se obtuvo en cultivo bajo cubierta (CPHF 2005).

En el CHP y en las regiones horticolas de Corrientes la produccion se realiza en invernaculo,
tecnologia que se adoptd en los 80'- 90°, y que se integrd al paquete tecnoldgico (semillas y
agroquimicos) como sistema productivo predominante (CPHF 2005; Garcia & Hang 2007; Garcia
2015). La tecnologia del cultivo bajo cubierta permiti6 maximizar los rendimientos, ampliar la
época de produccién y mejorar la calidad de la cosecha, propiciando el manejo adecuado de las
adversidades abidticas y bidticas asociadas. Sin embargo, la construccion deficiente de los
invernaculos entre otros aspectos, favorecid la aparicidon y creciente incidencia de enfermedades
ocasionadas por diversos agentes fitopatdgenos.

Es conocido que los cinturones horticolas en particular suelen generar un escenario
favorable para la produccion y dispersion de indculos y propagulos de diferentes enfermedades, con
un mayor impacto en el caso de agentes polifagos como (Alternaria spp.; Botrytis sp., Stemphylium
spp., entre otros), ya que pueden acceder a cultivos huéspedes diversos y asi intensificar su
dispersion e incidencia bajo condiciones climaticas favorables. El efecto del confinamiento con
elevada temperatura y alta humedad relativa en un periodo de tiempo prolongado, caracteristicas de
los inverndculos del CHP, favorecen la proliferacion y dispersion de agentes causantes de
enfermedades y plagas. Para cubrir necesidades del mercado las especies horticolas estdn siendo
cultivadas en momentos del afio en que no se registran las condiciones dptimas para su crecimiento
y produccion, originandose situaciones de estrés, sumados a problemas de dimensiones inadecuadas
en los invernaculos y ventilacion insuficiente (Mitidieri 2009). Por lo tanto los cultivos bajo
invernadero en estas condiciones son susceptibles a problemas fitosanitarios (Polack 2008). No
obstante, el impacto de este tipo de horticultura extremadamente intensiva es variable segin el
sistema de produccion analizado (Blancard et al. 2011).

Todo lo mencionado anteriormente conduce a la necesidad de incrementar el uso de
plaguicidas para el manejo de enfermedades y plagas, en la mayoria de los casos sin un debido
diagndstico ni monitoreo, utilizando productos de amplio espectro. Esta situacion provoca
problematicas adicionales; en la salud de los trabajadores y la poblacién, ambientales,
contaminacion, fendmenos de resistencia y la reduccion de la abundancia y diversidad de enemigos

naturales.
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1.2. Interaccion Patégeno-Hospedante.

Una estrategia prometedora de mejora de los rendimientos agricolas con un menor impacto
ambiental, involucrando la reduccién en la aplicacion de agroquimicos y la preservacion de la
biodiversidad, deberia estar dirigida hacia una agricultura sustentable que también intente responder
a la problematica y compleja situacion social que condiciona ademas los efectos adversos del
cambio climatico (Sarandén 2002; Balmford et al. 2005; Peteira & Ondina 2011; Pittelkow et al.
2015; Altieri & Nicholls 2017). Actualmente a escala mundial, es dominante un modelo de
producciéon de alimentos heredado de la Revolucion Verde, lo que puede generar a la vez
desbalances en el ambiente y asi conducir a la proliferacion de patdgenos que provocan importantes
pérdidas de rendimiento de los cultivos (Polack 2008; Andrade ef al. 2017).

En la actualidad uno de los principales desafios en la produccion de alimentos es la
implementacion de sistemas tecnologicos sustentables (Toledo 2000; Sarandon 2014; Rizo-
Mustelier et al. 2017; Castagnino et al. 2020). La agricultura sustentable surge de la bisqueda de
estrategias para mantener y aumentar la productividad de los agroecosistemas, minimizando los
efectos negativos sobre los recursos naturales (Sarandon 2002). Entre ellas, el manejo integrado de
plagas y enfermedades constituye una herramienta prometedora que incluye aspectos culturales,
bioldgicos y fisico-quimicos destinados al mantenimiento del estado sanitario de un agroecosistema
(Polack & Mitidieri 2005).

Los hongos, junto a otros microorganismos, son componentes claves de los ecosistemas,
incluyendo los agroecosistemas, en los que cumplen diversas funciones. Muchos de ellos son
saprotrofos y asi descomponen una amplia gama de sustratos organicos, siendo claves en la
formacion y fertilidad de los suelos. También hay otros hongos que pueden influenciar la estructura
de la comunidad vegetal via diferentes tipos de asociaciones incluyendo formas patdégenas o
simbiontes. Algunas de estas interacciones son benéficas, como las micorrizas, donde los hongos
promueven el crecimiento y desarrollo de diferentes procesos fisioldgicos en las plantas.

Por otro lado, los hongos fitopatdgenos alteran la biologia de sus plantas hospedantes
causando estrés y modificando sus caracteristicas morfoldgicas, eco-fisiologicas u otras
relacionadas al ciclo de vida de la planta, que conduce a enfermedad (Agrios 2005). Las plantas
pueden presentar un aumento de la respiracion celular, desintegracion celular, division o
agrandamiento celular anormal y disminucion de componentes especificos como la clorofila,

provocando marchitamiento, clorosis y necrosis (Agrios 2005).
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Existe un amplio espectro de hongos fitopatdgenos, los que se pueden caracterizar segun el
tipo de relacion planta-hospedante, y el efecto que causan sobre el vegetal. Asimismo, algunos
pueden colonizar sobre un amplio rango de hospedantes, o ser especificos ya sea en su ataque a
determinadas estructuras u 6rganos del hospedante y/o bajo ciertos estados fenoldgicos del mismo
(Agrios 2005). Mientras que algunos hongos fitopatdégenos son biotrofos en respuesta a su total
dependencia para crecer y completar su ciclo de vida asociado a sus hospedantes mediante
hasutorios; otros, en cambio, son necrdtrofos que crecen de forma subcutanea destruyendo las
células epidérmicas al secretar metabolitos toxicos y proteinas (Lo Presti et al. 2015).

El conocimiento de la interaccion patdgeno-planta, de los diversos patosistemas, sus
caracteristicas asi como el estudio de las estrategias para su manejo resultan prioritarios para lograr
sistemas productivos sustentables.

Las plantas se enfrentan a diversos patdgenos a través de diferentes mecanismos
combinados de defensa, pasivos o activos. Dentro de los primeros, se puede sefialar; la cuticula,
localizacion y cantidad de estomas, tipos de pelos, entre otros. Los componentes activos se refieren
a los mecanismos que se activan en respuesta a un patogeno, incluyen la inmediata produccion de
especies reactivas del oxigeno (Resende et al. 2003; Benezer-Benezer et al. 2008), la lignificacion y
la deposicion de suberina, la acumulacion de metabolitos secundarios como fitoalexinas y la sintesis
de péptidos y proteinas de defensa (Mittler er al. 2004; van Loon et al. 2006; Bueno Dias &
Azevedo Rangel 2007), como las enzimas despolimerizantes B- 1,3-glucanasas y quitinasas
(Camarena Gutierrez 2006; Camarena Gutierrez & de la Torre Almaraz 2007).

Los patdgenos, a su vez, pueden sintetizar un paquete de herramientas y mecanismos que les
posibilita evadir y/o suprimir las respuestas defensivas de la planta (Staskawicz 2002; Agrios 2005).

Existen diferentes modelos para comprender las bases moleculares de la interaccion plantas-
microorganismos y como podria desarrollarse el proceso de la enfermedad. El modelo de Flor en
1942 sento las bases con su hipdtesis “gen a gen”, el cual sostenia que un gen de resistencia
dominante del hospedador (R) provoca un determinado fenotipo de resistencia ante la enfermedad
en respuesta a un patdogeno con un gen de avirulencia dominante (4vr). Como producto de esta
interaccion entre sus productos génicos se activan respuestas de defensa en el hospedador.

Actualmente, uno de los modelos mas utilizados para explicar las interacciones patdgeno-
hospedador es el modelo “zig-zag” propuesto por Jones & Dangl (2006), el cual consta de cuatro
fases (Figura 1.1.); a posteriori se han ampliado estos conceptos (Henry et al. 2012). En la fase 1,
las plantas reconocen moléculas conservadas del patdégeno, denominados patrones moleculares

asociados al microbio o al patogeno (MAMPs o PAMPs, microbial or pathogen-associated
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molecular patterns) mediante receptores de reconocimiento del patron (PRRs, pattern recognition
receptors), lo que conduce a una resistencia de amplio espectro, denominada inmunidad activada
por MAMP/PAMP (MTI o PTI MAMP-triggered immunity). En la fase 2, los patdgenos exitosos
liberan moléculas (proteinas) denomidas efectores con la capacidad de manipular algin mecanismo
de la planta en favor de la patogenicidad (inhiben parte de la respuesta inmune, afectan el trafico
vesicular, inhiben proteasas de la planta, entre otras) que les permiten superar la MTI, lo que resulta
en la susceptibilidad desencadenada por efectores ETS (del inglés, effector-triggered susceptibility,
efector de la susceptibilidad). En la fase 3, determinados efectores son reconocidos de manera
especifica por receptores intracelulares (proteinas R), los que conducen a la activicacion de la
respuesta mediada por efectores (ETL, effector-triggered immunity). En la fase 4, el patdgeno para
evitar la ETI actua eliminando o diversificando el gen efector reconocido, o adquiriendo
determinantes antigénicos o efectores adicionales, que le permiten evadir la ETL. A su vez, en las

plantas da lugar a nuevas especificidades de resistencia, que derivan en el accionar de los ETI

nuevamente.
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Figura 1.1. Modelo zig-zag. Los cambios en la amplitud de defensa de la planta contra el ataque de patdgenos, como se indica
mediante el modelo de zig-zag propuesto por Jones & Dangl 2006.Flechas azules gruesas indican la respuesta de la planta en

presencia del patdgeno.

Cuando las plantas interactian con agentes causantes de enfermedades tales como hongos,
bacterias o virus, los cuales son incompatibles con esos hospedantes, se produce una reaccion en la
planta denominada reaccion de hipersensibilidad (RH) (Ward et al. 1991; Ryals et al. 1994; van
Loon 1997; Hammerschmidt 2001; Da Rocha & Hammerschmidt 2005). La respuesta de
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hipersensibilidad se define como una muerte rapida de células vegetales asociada con la restriccion
del crecimiento de patogenos (Sanzon Gomez & Zavaleta Mejia 2011). Esta reaccion implica que se
produzca un proceso denominado Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) (Chester 1933) que
implica la produccion por la planta una o varias sefiales moviles que permiten activar los
mecanismos de resistencia en partes no infectadas y adicionalmente la planta aumenta su resistencia
a infecciones que pueden ocurrir a posteriori, inclusive como resultado de la accion de otros
patogenos (Sticher ef al. 1997; Vlot et al. 2008; Klessig et al. 2018).

Existen varios indicadores de RSA: la induccidon de varias proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR) (Ward et al. 1991; van Loon et al. 1994; van Loon 1997), de las actividades
enzimadticas, la elevacion de fenoles y la existencia de la peroxidacion de lipidos, entre otros (Kiraly
et al. 2007). Los compuestos fenolicos estan involucrados en las respuestas de defensa de las
plantas frente a patdgenos; la molécula que participa como sefial; el acido salicilico (AS) (Vlot et al.
2008, 2009; Park et al. 2009; Klessig et al. 2018); compuestos fenilpropanoides (Kuc 1995) como
la lignina y polifenoles relacionados (Ruiz & Romero 2001). La actividad antioxidante de los
polifenoles se debe principalmente a sus propiedades redox, que pueden desempefiar un papel
importante en la absorcion y la neutralizacion de los radicales libres, el bloqueo del oxigeno, o la
disminucion de la peroxidasa, limitando asi el riesgo de enfermedades asociadas con el estrés
oxidativo (Ravi et al. 2012). Una enzima clave en la sintesis de lignina es la fenilalanina amonio
liasa (PAL), precursora de la ruta de los fenilpropanoides en la sintesis de metabolitos secundarios
que frecuentemente forman parte del aparato inmunologico de la planta (Jones & Dangl 2006). La
peroxidacion lipidica hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos, siendo los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas celulares, uno de los principales blancos de los procesos
de oxidacion inducidos por los radicales libres. Por este motivo, el dafio de los mismos, producto de
la accién de un patdogeno puede servir como indicador del desarrollo de enfermedad (Ruiz &
Romero 2001).

El estudio de la interaccion en el patosistema Stemphylium-tomate puede contribuir a la
comprension de la resistencia de la planta y es el punto de partida para su aplicacion préctica en el
manejo de enfermedades. Asimismo, esta especie vegetal representa un sistema modelo en el
estudio de interacciones planta-microorganismos, sea este ultimo patdégeno o simbionte (Arie ef al.
2007).

De la misma manera que el resto de los cultivos, la produccién de tomate es afectada por un
conjunto de enfermedades y plagas. En términos generales, los virus, hongos y las bacterias suelen

tener una alta incidencia en dicho cultivo (Jones et al. 1991; Ronco et al. 2008), siendo las
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enfermedades de origen fingico las mas importantes considerando la diversidad y cantidad de
patogenos involucrados, el cardcter endémico de los mismos y las pérdidas econdmicas que estos
producen.

El tomate esté sujeto al ataque de innumerables plagas y enfermedades siendo susceptible a

mas de 200 enfermedades de diversa etiologia (Agrios 2005; Blancard et al. 2011). Entre las
enfermedades de origen bidtico que afectan al cultivo de tomate se destacan:
a) Micosis: Mal de los almécigos o “damping-off” (Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium
spp., Sclerotinia spp., Sclerotium spp.; Phytophthora spp.), Moho gris (Botrytis cinerea), Oidio
(Leveillula taurina o Erisiphe spp.), Moho de la hoja (Cladosporium fulvum), Fusariosis (Fusarium
oxysporium f. sp. lycopersici), Tizon temprano (P. infestans), Tizon tardio (Phytophthora capsici y
P. nicotianae), Podredumbre del tallo y de la raiz (Phytophthora nicotianae), Podredumbre humeda
del tallo (Sclerotinia sclerotiorum), Verticiliosis (Verticilium dahliae), Mancha gris de la hoja
(Stemphylium spp.), Antracnosis (Colletrotrichum spp.), Viruela (Septoria Ilycopersici); b)
Bacteriosis: Cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), Mancha
bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria, Xanthomonas vesicatoria), Peca bacteriana
(Pseudomonas syringae pv. tomato), Necrosis de médula (Pseudomonas corrugada, P.
mediterranea, P. viridiflava), Marchitamiento bacteriano (Ralstonia solanacearum), Podredumbre
blanda del tallo (Pectobacterium corotovorum subsp. corotovorum) y c) Virosis: Peste negra
(Tomato spotted wilt virus), Mosaico (Tomato mosaic virus) y Virus de la cuchara (Tomato yellow
leaf curl virus) (Fernandez Valiela 1952; Blancard 1992; Colombo et al. 2001; Ronco et al. 2008;
Mitidieri 2009; Blancard ef al. 2011). Cabe aclarar que existen mas enfermedades en cada categoria
pero se priorizaron las mas frecuentes.

Conocer y preservar la biodiversidad resulta prioritario, no sélo debido a la biodiversidad
per se, sino también, al valor que ella tiene en el aprovechamiento razonable de los recursos y
preservacion de la calidad ambiental (Balmford et al. 2005; Sarandon & Flores 2014). Resulta
relevante el conocimiento de los patdogenos y de las bases fisiologicas, bioquimicas, moleculares y
genéticas que rigen las interacciones con las plantas, lo cual puede contribuir a la obtencién de una

resistencia durable y a la disminucién del uso de plaguicidas.
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1.3. Importancia econémica de las enfermedades ocasionadas por Stemphylium. La “mancha

gris de la hoja del tomate”.

1.3.1. Stemphylium en otros hospedantes.

Muchas especies de Stemphylium son patdgenas de plantas, humanos y otros animales
(Kumar 2007). También, se pueden comportar como saprotrofos y como endofitos asintomaticos
(Liu et al. 2015). En humanos se ha reportado que puede causar reacciones alergicas e infecciones
pulmonares (Wu et al. 2004). Stemphylium spp. son patéogenos de varios cultivos agricolas a lo
largo del mundo causando diversos grados de pérdidas (Polfliet 2002).

Sobre plantas, los sintomas que causan los representantes de Stemphylium spp. generalmente
se reportan como: manchas y tizones foliares, atacando diversos cultivos en diferentes lugares del
mundo (berenjena en Brasil, cebolla en India y en Australia, ajo en Australia, Sudafrica, Turquia,
Korea y Espafia, esparrago en Grecia y Estados Unidos, trébol rojo en Estados Unidos y Canada,
alfalfa en Estados Unidos, espinaca en Estados Unidos, pera en Europa: Italia, Espafia, Holanda,
Portugal, Bélgica y Francia, algodon en Brasil, pimiento en Korea, Japon y Argentina, ornamentales
como Phlox en Japdn, entre otros) (Lacy 1982; Ponti et al. 1982; Cowling & Gilchrist 1982; Ellis &
Ellis 1985; Johnson 1987; Gupta & Srivastava 1988; Villardel 1988; Aveling & Naude 1992;
Montesinos & Vilardell 1992; Blancard 1992; Ponti & Laffi 1993; Montesinos ef al. 1995; Berg &
Leath 1996; Elana 1996; Takeuchi & Horie 1997; Mehta et al. 1998, 2000; Cho & Hun 1998;
Basallote-Ureba et al. 1999; Suheri & Price 2000a, b; Koike & Henderson 2001; Cho et al. 2001;
Llorente & Montesinos 2002; Polfliet 2002; Realise ef al. 2002; Van Dijke 2002; Kim et al. 2004;
Keisuke & Toyozo 2011; Nasehi ef al. 2012a; Polat et al. 2012; Franco 2017; Brahamanage ef al.
2018).

Es importante sefialar que se siguen registrando novedades en distintos lugares del mundo
de cultivos infectados por varias especies de Stemphylium, S. solani en pepino (Vakalounakis &
Markakis 2013) y S. vesicarium en perejil en los Estados Unidos (Koike ef al. 2013).

También, existe una constante actualizacion sobre temas taxondmicos en lo que se refiere a
los representantes del género Stemphylium, ya que cuatro nuevas especies de Stemphylium fueron
descriptas en China en el 2003 y también existen permanentes actualizaciones en la nomenclatura

(Zhang et al. 2003; Woudenberg et al. 2017).
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1.3.2. Stemphylium en tomate.

La “mancha gris de la hoja del tomate” puede ser una de las mas severas enfermedades
cuando se plantan cultivares susceptibles y no se realiza un adecuado manejo fitosanitario. Las
pérdidas debidas a esta enfermedad se deben a la reduccion en el area de la hoja y el potencial de
rendimiento (Kurozawa & Mussi 1995). En un trabajo pionero en lo referido al estado del complejo
Stemphylium asociado a la hoja del tomate, muestran un mapa donde se observa la amplia
distribucion geografica del hongo en los diversos paises y en todos los continentes del mundo,
especificamente en regiones tropicales y subtropicales (Rotem & Bashi 1977).

Epifitias causadas por S. solani en algodon fueron reportados en el estado de Parand de
Brasil durante 1994 y 1995, y causaron hasta el 100% de pérdidas de rendimiento en un cultivar
local susceptible en India (Mehta et al. 1998). La “mancha gris de la hoja del tomate” fue observada
en Korea en 1994 (Min ef al. 1995). En 2011 en Malasia se registr6 una incidencia del 80 % de esta
enfermedad en tomate (Nasehi et al. 2012b) seguido por una incidencia del 70 % en pimiento
(Nasehi et al. 2012a). Desde hace un tiempo la “mancha gris de la hoja del tomate” esta siendo
controlada en Brasil debido al uso de cultivares resistentes y aplicaciones periddicas de fungicidas
(Kurozawa et al. 1997; Lopes et al. 2003). Sin embargo, recientemente se verificaron epifitias
severas en las principales regiones productoras de tomate de ese pais. Esto se debe a la falta de
interés de las empresas en incorporar el gen Sm, que le otorga resistencia contra el patdogeno, como
asi también a una falta del correcto diagnostico de la enfermadad, ya que suele confundirse con
otras con sintomatologia parecida (Reis & Boiteux 2006a, b) provocada por Pseudomonas spp. y
Alternaria spp., organismos que con frecuencia acompafian a Stemphylium en los tejidos vegetales
(Reis & Boiteux 2006a). La determinacion del agente causal (bacterias y/o hongos) es clave para
desarrollar las estrategias efectivas de manejo.

En la provincia de Corrientes, Argentina, esta enfermedad fungica adquiri6 relevancia por la
determinacion en el 2001 de la “mancha gris de la hoja del tomate” en plantas chicas de vivero,
cuyos agentes fueron S. solani y S. floridanum (actualmente S. lycopersici) (Colombo 2002). No
obstante, S. floridanum fue reportado en 1987 en Corrientes, como la primer cita de esta
enfermadad (Colombo et al. 2001).

Como se ha indicado, la “mancha gris de la hoja del tomate” es una enfermedad cuyo agente
causal es Stemphylium spp. Actualmente, esta patologia es una de las més destructivas en aquellas
zonas del mundo donde se utilizan cultivares susceptibles en areas de cultivo con condiciones de

temperaturas templadas a célidas y alta humedad relativa (Jones ef al. 1991). Es oportuno
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mencionar que estas condiciones se reproducen en los invernaculos, sistema predominante del
cinturon horticola del gran La Plata y en Corrientes, favoreciendo asi el desarrollo de la
enfermedad. Es importante destacar que esta patologia ha reaparecido en varias zonas de
importancia horticola (estd mencionada para Buenos Aires, Corrientes (Franco et al. 2017a),
Mendoza y Salta (Franco et al. 2017a, b) durante las Gltimas campanas (Ronco, L. y Camilletti, S.
Comunicaciéon personal). Ademads, su incidencia se ha incrementado en los ultimos afios, y su
distribucion se esta ampliando a zonas templadas, como consecuencia posible del calentamiento

global como sucede con otras enfermedades (Das et al. 2014).

1.3.3. El patogeno.

Stemphylium es un taxén establecido en 1833 (Wallroth 1883) que incluye especies
saprotrofas y patogénicas (polifagas) de plantas (Kirk ef al. 2004). Taxondmicamente, se ubica
dentro del Reino Fungi, Phylum Ascomycota, Subphylum Pezizomycotina, Clase Dothideomycetes,
Orden Pleosporales y Familia Pleosporaceae. Son hongos dematidceos que producen conidios
muriformes que proliferan de manera percurrrente (Simmons 1969, 1985, 1989, 2001).

Estudios moleculares han sido usados en el tratado de la taxonomia de Stemphylium, los
resultados filogenéticos y la relacion entre las especies y los aislamientos evaluados sostienen que
es un grupo de origen monofilético (Camara et al. 2002; Inderbitzin et al. 2009; Franco 2017;
Franco ef al. 2017b). Asimismo, es importante avanzar hacia un estudio polifasico del género
Stemphylium, conocer el perfil de metabolitos secundarios y su rol en el proceso de patogénesis
(Barash et al. 1975; Barash 1982; Andersen et al. 1995; Debbab et al. 2012).

La “mancha gris de la hoja de tomate”, causada por Stemphylium solani Weber, fue
reportada por primera vez en Florida, Estados Unidos (Weber 1930). Otra especie causa la misma
enfermedad en tomate y fue reportada como S. floridanum; aunque actualmente el nombre correcto
es S. lycopersici (Enjoji) Yamamoto (Ellis & Gibson 1975). Ambas desarrollan la misma
sintomatologia en las plantas de tomate (Hannon & Weber 1955) y a su vez también son patdogenos
en pimiento (Weber 1930; Hannon & Weber 1955). Entre las especies del género Stemphylium que
han sido reportadas como agentes causales de la “mancha gris de la hoja de tomate” podemos
encontrar a S. solani (Weber 1930), S. lycopersici (Hannon & Weber 1955; Ellis & Gibson 1975) y
S. botryosum (Rotem et al. 1966) y S. vesicarium (Blancard et al. 2011).

De manera general se puede afirmar que los representantes de Stemphylium crecen répido,

presentan colonias de color blanco, rosado, amarillo, gris, marréon o negro, con caracteristicas de las
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colonias aterciopeladas o afieltradas. El modo de proliferacion de los conididéforos es percurrente y
con la célula conididgena apical con forma de copa, son de color marréon claro a marrén oscuro,
acrégenos, obtusos o agudos en los extremos, oblongos, elipsoidales a subesféricos; de superficie
lisa, verrugosa o equinulada. De aspecto muriforme, con septos transversales, verticales u oblicuos,
usualmente con constricciones en uno o mas de sus septos y con una cicatriz en la base (Wiltshire
1938; Groves & Skolko 1944; Moreau & Moreau 1947; Simmons 1969, 1985, 1989, 2001;
Simmons et al. 2004; Obregon 2018).

Todas las especies citadas de Stemphylium que enferman tomate provocan los mismos
sintomas en los diferentes estados fenoldgicos del cultivo de tomate, siendo mayor la presencia en

el estadio de fructificacion (Jones ef al. 1991).

1.3.4. Sintomatologia.

Los sintomas se observan en hojas, peciolos y tallos. Los sintomas mas caracteristicos de la
enfermedad se visualizan en los foliolos de las hojas de la parte baja de la planta y se distribuyen sin
respetar un patron. Se manifiestan a través de pequefas manchas ligeramente angulares (aunque
también pueden ser circulares), algo deprimidas, de 2-10 mm de didmetro, inicialmente pardas,
marron claro a marron oscuro, grisaceas, siendo el centro de las manchas de color mas claro (gris),
que puede desprenderse del tejido circundante (autotomia) y presentar a veces un halo amarillento
(Rotem & Bashi 1977; Blancard et al. 2011; Domingues 2012; Obregon 2014; Obregon 2018).

Ocasionalmente, en infecciones severas las lesiones en las hojas coalescen necrosando
grandes areas del tejido foliar, asi se vuelven pardas y caen (Jones ef al. 1991). Esto puede provocar
un fuerte dafio por insolacién en frutos ademds de reducir la capacidad fotosintética y pérdida de
rendimiento (Cerkauskas 2005). Algunas veces, sintomas similares a los recientemente descriptos
se pueden observar en peciolos y tallos, las lesiones son alargadas y aparecen cuando la presion de
indculo aumenta, aunque no existen reportes de sintomas en frutos de plantas cultivadas (Jones et
al. 1991).

Las manchas aparecen tanto en hojas jovenes como viejas de las plantas (Cerkauskas 2005).
Algunos autores sostienen que la enfermedad progresa de las hojas basales hacia la parte apical de
la planta (Rotem & Bashi 1977; Obregon 2014). Se ha observado que puede ser a la inversa, que
afectan principalmente las hojas nuevas de plantas adultas ( Lopes ef al. 2003).

La sintomatologia de la “mancha gris de la hoja del tomate” provocada por Stemphylium

presenta ciertas similitudes con la que provoca Pseudomonas spp. y Alternaria spp., organismos
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que con frecuencia acompafian a Stemphylium en los tejidos vegetales (Reis & Boiteux 2006a). La
determinacion del agente causal (bacterias y/o hongos) es clave para desarrollar las estrategias

efectivas de manejo.

Figura 1.2. Sintomatologia de la “mancha gris de la hoja” de tomate: Manchas tipicas sobre la cara adaxial (a) y abaxial (b) de un
foliolo; apariencia de plantas enfermas en estadios tempranos de desarrollo (c) y sus foliolos (d).

1.3.5. Ciclo de la enfermedad.

La enfermedad puede comenzar desde que las plantas son muy pequeiias, sea en plantineras
(denominacion referida a viveros horticolas) o en el trasplante de plantines al cultivo de tomate, por
eso es frecuente observar la mancha gris de la hoja en los cotiledones (Obregon 2018).

Las condiciones predisponentes para el desarrollo de la enfermedad son temperaturas entre
23-28 °C y alta humedad relativa, con una presencia de una pelicula de agua en la hoja (incluso
rocio) para que los conidios del hongo germinen. La produccion de conidios es favorecida por
periodos alternados de humedad y sequia en las hojas (de Miranda 2009).

Los conidios son dispersados por las corrientes de aire, por la lluvia y agua de riego y son
capaces de penetrar en el hospedante directamente por medio de la epidermis o indirectamente a

través de los estomas, después de la formacion de apresorios (Borges ef al. 1976; Aveling & Naude
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1992; Suheri & Price 2000a), siendo este el modo de penetracion mas comun (Cowling & Gilchrist
1982; Suheri & Price 2000a). En la infeccion el hongo forma una vesicula en la camara
subestomatica de las hojas, luego las hifas se ramifican y colonizan el tejido. En estudios con
cultivares resistentes y susceptibles, se descubrid que los ultimos forman papilas a nivel de la pared
celular en el mesofilo de la hoja, posteriormente el hongo lo invade y produce los sintomas después
de un periodo de incubaciéon de 2 6 3 dias en condiciones controlados y hasta 4 6 5 dias a campo
(Bentes & Matsuoka 2005). Una vez establecido el micelio se forman conidiéforos y conidios en la
cara abaxial de la hoja. Posteriormente se origina el indculo secundario y los conidios del hongo son
diseminados por el viento y la lluvia o el agua de riego fundamentalmente (Jones et al. 1991;
Obregon 2018).

Algunas especies, como S. botryosum, pueden desarrollar peritecios que favorecen la
perpetuacion del hongo por fuera del hospedante (Simmons 1969). En lo que respecta a la
supervivencia, el hongo sobrevive por medio de conidios y dado su caracter saprotrofo se perpetia
en el suelo, en rastrojo de cultivo u otro material en descomposicion, en diversas malezas o en
cultivos alternativos de la familia Solanaceae, o en otras especies dado su caracter polifago (Jones

et al. 1991; Cerkauskas 2005; Kumar 2007; de Miranda 2009; Domingues 2012; Obregon 2018).

1.4. Manejo de la enfermedad.

En la horticultura argentina el uso de agroquimicos para el control de plagas y enfermedades
es el método mas utilizado y uno de los principales problemas de contaminacién quimica desde el
punto de vista socio-ambiental, afectando los recursos naturales, la salud de los trabajadores rurales
y potencialmente la de los consumidores.

La agroecologia puede proveer el conocimiento y la metodologia para desarrollar una
agricultura que sea, por un lado, ambientalmente adecuada, altamente productiva, socialmente
equitativa y econdmicamente viable. Para realizar una agricultura sustentable se puede intervenir de
diferentes maneras, siendo una de ellas el manejo integrado de plagas y enfermedades (MIP y MIE)
(Sarandon & Flores 2014; Altieri & Nicholls 2017). Este se define como un sistema que reune de
manera compatible todas las técnicas posibles para mantener a las plagas y agentes causantes de
enfermedades debajo de los niveles que produzcan dafio econdémico al cultivo. Se incluyen técnicas
tales como el monitoreo, la utilizaciéon de plantas resistentes, el control cultural y el control
biologico (Sarandon 2002). Los objetivos de un manejo integrado de enfermedades son: 1) eliminar

o reducir el inoculo inicial del patdégeno; 2) reducir la efectividad del in6culo; 3) aumentar la
34



resistencia del hospedero; 4) atrasar el establecimiento de la enfermedad, y 5) evitar la aceleracion
de los ciclos secundarios de la enfermedad (Agrios 2005).

El manejo convencional de plagas y enfermedades en la mayoria de los establecimientos
horticolas del pais se reduce al control quimico. Las aplicaciones de agroquimicos se hacen a partir
de experiencias de la practica cotidiana en la actividad, muchas veces no suficientemente
fundamentadas, de manera preventiva e incurriéndose en un calendario establecido para el cultivo.
Hay coincidencia entre técnicos y productores que los cultivos mdas afectados por las plagas y
enfermedades son los que se encuentran bajo invernaderos y particularmente de la familia de las
Solanaceae (tomate, pimiento y berenjena). Las consecuencias adversas del empleo generalizado de
estos agroquimicos sobre el ecosistema agricola representa uno de los problemas mas importantes
desde el punto de vista socio-ambiental y econémico en la horticultura (Cieza 2004).

Existen antecedentes sobre un manejo integrado del hongo fitopatogeno, Stemphylium spp,
que incluye la resistencia genética, el control quimico, las practicas culturales y otras alternativas en

el manejo; tales como RSA.

1.4.1. Resistencia genética.

La generacion de cultivares e hibridos de tomate permitié incrementar los rendimientos, una
mejor calidad de la fruta y uniformidad del producto. Este proceso trae consecuencias, lo que se
conoce como erosion genética o sea la pérdida de genes, muchos de los cuales otorgan rusticidad y
resistencia (Warnock 1990). Para ello, se buscan genes en diversas especies de la familia
Solanaceae, como fuente de resistencia frente a enfermedades (Domingues 2012). El uso de
cultivares resistentes es una de las mejores medidas para controlar la “mancha gris de la hoja de
tomate” (Mizubuti & Brommonshenkel 1996; Cerkauskas 2005; Kurozawa & Pavan 2005; de
Miranda 2009).

Como sostiene Behare et al. (1991) la resistencia de las plantas a Stemphylium spp. fue
descubierta hace mucho tiempo y actualmente alin se usa, es cuantitativa y estd determinada por un
unico gen dominante, Sm. La caracteristica monogénica y dominante de este gen facilita el
comportamiento de hibridos F1 contra la resistencia de la enfermedad. En tal sentido, la resistencia
a Stemphylium spp. de los cultivares mejorados es conferida por el gen localizado en el mismo
cromosoma en que estan situados los genes I e -2 que confieren resistencia a Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici. Por este motivo, frecuentemente las variedades resistentes a F. oxysporum f.sp.

lycopersici son tambiém resistentes a Stemphylium spp., pudiendo ser una de las causas por las
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cuales no existen mayores estudios para el patogeno en estudio en esta tesis (Domingues 2012). La
generacion de cultivares comerciales de tomate resistentes a Stemphylium data de la década del
1950 el gen Sm viene siendo utilizado en genotipos de tomate sin que haya ocurrido quiebre de la
resistencia (Scott 1998). La durabilidad del gen Sm puede estar siendo favorecida por la aplicacion
de fungicidas recomendados para otras enfermedades del tomate que pueden estar también
controlando, potenciales variantes virulentas de las especies de Stemphylium spp. (Kurozawa &
Mussi 1995). La busqueda de nuevas fuentes de resistencia a la “mancha gris de la hoja en tomate”

es interesante para los programas de mejoramiento genético (Kurozawa & Mussi 1995).

1.4.2. Control quimico.

La intervencidon quimica es muy importante para el control de esta patologia (Obregon
2018), como asi también para otros hongos que inciden en la parte aérea de los cultivos de tomate
(Mello & Azevedo 2000). El uso de fungicidas viene siendo moderadamente eficaz en la reduccion
de las pérdidas econdmicas derivadas del ataque de Stemphylium spp. en diversos cultivos.

Varios fungicidas como clorotalonil, mancozeb, procimidona, tebuconazole e iprodione son
mencionados como eficientes en el control de Stemphylium en varios hospedantes (Basallote-Ureba
et al. 1999). En otros trabajos recomiendan la utilizaciéon de fungicidas protectores, tales como
cupricos, mancozeb y clorotalonil para el control de esta enfermedad (Kurozawa et al. 1997; Meyer
& Hausbeck 2000). También, son recomendados los siguientes principios activos: el zineb, el
maneb y el mancozeb; la azoxistrobina; el clorotalonil; benalaxil y difenoconazole (Polack &
Mitidieri 2005).

Los fungicidas tebuconazol y procimidona son eficientes en el control de Stemphylium en
ajo (Basallote-Ureba ef al. 1999). Zheng et al. (2010), evaluando el efecto in vivo de fungicidas en
el control de Stemphylium en ajo, observaron que los fungicidas flusilazol (50 g.ha™) y mancozeb
(350 g.ha™) fueron eficientes en la reduccién de la severidad de la enfermedad.

Con el proposito de disminuir los efectos negativos en la utilizacion de agroquimicos y
aumentar la produccion y calidad de los alimentos se estan buscando nuevas medidas de proteccion
de plantas contra las enfermedades (Bettiol et al. 1998, 2009). Son considerados productos
alternativos tanto a los de origen quimico, bioldgico, orgdnico y/o naturales que posean
caracteristicas de baja toxicidad, baja o ninguna agresividad al hombre y la naturaleza, simplicidad
en cuanto al manejo y aplicacion, eficiencia en el combate a los insectos y microorganismos

nocivos, alta disponibilidad para su adquisicion y no favorecer la seleccion de individuos resistentes
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(Penteado 1998). Entre los productos que podemos mencionar segun estos criterios estan los
extractos de determinadas plantas bioactivas, presentes en el extracto bruto de sus aceites esenciales
(Schwan-Estrada et al. 2000; Domingues et al. 2009). De acuerdo con Fernandes ef al. (2008) la
utilizacion de productos bioldgicos o naturales conocidos como defensivos, y puede ser clasificados
en dos tipos: por unlado los fertiprotectores y por otro, los protectores. Los fertiproctetores son
productos que proporcionan nutrientes a las plantas, influenciando positivamente el proceso
metabolico de las mismas, y contribuyendo al control de los patdogenos. Estdn incluidos
biofertilizantes liquidos, caldos, orina de animales, entre otros. Los protectores son productos que
actuan directamente en el control de fitopatogenos, como los agentes de biocontrol, los extractos

vegetales, los feromonicos entre otros.

1.4.3. Control biolégico

Son escasos los antecedentes a nivel mundial sobre trabajos en relacion al control biologico
de Stemphylium en tomate (Montesinos et al. 1996; Obradovic et al. 2004; Hussein et al. 2007;
Saksirirat et al. 2009); como asi también en el desarrollo de productos comerciales en el mercado.
Es de esperar que en el futuro el desarrollo de estas investigaciones avance y se pueda contar con

esta herramienta.

1.4.4. Practicas culturales.

Segun Cerkauskas (2005); Obregon (2018) una serie de recomendaciones son necesarias
para lograr un manejo integrado de esta patologia, tales como: 1) monitorear cuidadosamente las
plantas para detectar los primeros sintomas; 2) evitar el sombreado; 3) eliminar las plantas enfermas
y sacar los tomates “espontaneos”; 4) eliminar los restos de cultivos de tomate enfermos, o realizar
aradas profundas para enterrar material para reducir los niveles de esporas disponibles. Lopes et al.
(2005) sostiene que es clave evitar riegos frecuentes, sobre todo por aspersion y utilizar semilla
sana en los cultivos para evitar el desarrollo de la enfermedad.

De Miranda (2009) recomienda entre las practicas culturales la rotacion de cultivos con
plantas no susceptibles a la enfermedad (diferentes a Solanaceae), la erradicacion de los
hospedantes alternativos entre los que primordialmente se consideran las “malezas” de la familia
Solanaceae y la realizacion de fertilizaciones tendientes a aumentar el vigor de plantas, asi como el

manejo de las condiciones ambientales del canopeo a través de una densidad adecuada de plantas, la
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practica del deshoje, que aseguren el movimiento de aire y ventilacion para disipar mas facilmente
la humedad y temperatura. Si bien existe la posibilidad de utilizar la solarizacion para reducir la
fuente de indculo, no abundan las experiencias en el tema en relacion a esta patologia.

Es interesante mencionar que Bettiol (2006) sostiene la necesidad del uso de peliculas
plasticas con capacidad de absorber luz ultravioleta para reducir la incidencia de enfermedades
causadas por hongos de plantas cultivadas en invernadero, tales como el tomate. Filtros que limitan
el pasaje de las longitudes de onda menores a 390 nm han sido eficientes en el control del “moho
gris” (Botrytis cinerea) del tomate y de la “mancha de la hoja” (Stemphylium botryosum) en

esparrago, entre otros.

1.4.5. Alternativas en el manejo: Resistencia Sistemica Adquirida (RSA).

El conocimiento acerca de la respuesta inmune de las plantas ha crecido muchisimo en los
ultimos 30 afios (Klessig et al. 2018). Los sistemas de resistencia inducida en las plantas son
complejos, siendo parcialmente dilucidados en varios sistemas “modelo”.

Actualmente se sabe que el AS cumple un importante rol dentro de una una red de
sefializacion compleja que organiza las respuestas inmunes de las plantas; también actuan el acido
jasmonico (AJ), etileno (ET), otras hormonas y algunos efectores patdogenos. Las vias de defensa
mediadas por AS, AJ, y ET pueden interactuar de manera antagdnica, sinérgica o compensatoria.
Esta complejidad probablemente ayuda a adaptar las respuestas de defensa para maximizar su
efectividad contra diversos patdgenos (Klessig et al. 2018).

Desde hace tiempo en la literatura se sostiene que los procesos se diferencian en base a la
naturaleza del elicitor (inductor) y ademas, si bien comparten algunos componentes de las cadenas
de transcripcion de seiales, cada una de ellas tiene caminos regulatorios o enzimaticos unicos
(Sticher et al. 1997; van Loon 1997; Vallad & Goodman 2004). Tradicionalmente se reconocieron
dos vias metabolicas de resistencia inducida en plantas (Harman et al. 2004). En una de las vias,
denominada RSA la sintesis de PR es generalmente el resultado de un ataque por microorganismos
patogenos y en la otra, denominada Resistencia Sistémica Inducida (RSI) es el resultado causado
por insectos herbivoros o por ciertos micoorganismos. Generalmente la RSA inducida por
patdgenos estd mediada por el AS, producido por la planta, como una molécula de sefializacion;
mientras que la via inducida por dafios producidos por herbivoria (RSI) se basan en AJ. Estas
moléculas de sefalizacion y sus andlogos, inducen respuestas similares cuando se aplican

exogenamente. Los AS y AJ inducidos por estas vias se caracterizan por la produccion de una
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cascada de PR, que generan una serie de compuestos antifingicos como pueden ser quitinasas y
glucanasas, enzimas oxidativas, tales como peroxidasas, oxidasas de polifenol y lipoxigenasas.
Ademas, se pueden acumular compuestos de bajo peso molecular con propiedades antimicrobianas
(fitoalexinas) (Harman et al. 2004).

Sin embargo, estas lineas no estan tan claras y/o separadas sino que dependen de los
patosistemas estudiados, existiendo feedback y crosstalk entre dichas rutas (Durrant & Dong 2004;
Klessig et al. 2018).

Existen métodos alternativos para el manejo de enfermedades entre los que se encuentra el
uso de la RSA de las plantas, cuya activacion se realiza con inductores especificos analogos al AS.
La RSA es un mecanismo de defensa de las plantas que se dispara como resultado de la interaccion
entre patdgenos o productos similares al AS y la planta. Producto de estas interacciones locales se
inducen mecanismos de defensa en toda la planta, que resiste de esta manera al ataque de patdogenos
fingicos, bacterianos y/o virus (Kessmann et al. 1994).

Diversos investigadores en distintos sitios han demostrado que existe una diversidad de
compuestos que actian como inductores de RSA. Se ha reportado la capacidad del “compost”
(Patifio 2002), abono orgéanico, como agente elicitor de la RSA, aunque muestran efectos
promisorios ain no han sido estudiados en profundidad. Por otro lado, se utilizan compuestos
quimicos sintéticos analogos estructural y funcionalmente al AS, como el acido benzo-(1,2,3)-
tiadiazol-7-carbotioico S-metil ester (BTH) (Kessmann ef al. 1994; Durrant & Dong 2004). Esta
reportado que el AS genera cierta fitoxicidad en las plantas por lo que hay que evaluar
correctamente el uso de este inductor o andlogos (Klessig et al. 2018).

Se ha demostrado que la RSA forma parte de los mecanismos de defensa de la mayoria de
las plantas y ademas que se produce en respuesta a un amplio espectro de patdgenos que incluyen
virus, bacterias, oomicetes y hongos (Ku¢ 1982), aunque parece ser mas efectiva sobre hongos,
menos efectiva sobre bacterias, y menos aun sobre virus (Ku¢ 2001), traduciéndose en un efecto de
larga duracion, desde horas y dias (Madamanchi, R & Kuc 1991; Godard et al. 1999) e inclusive se
ha comprobado su persistencia durante el ciclo productivo del trigo (Gorlach ef al. 1996).

Actualmente la “mancha gris de la hoja en tomate” se maneja casi exclusivamente con
fungicidas, lo que se debe en parte al desconocimiento de la eficiencia de métodos alternativos de
control, como la RSA, que permitiria realizar un manejo sustentable del cultivo, con implicancias
directas sobre el producto y el ambiente (Joosten & De Wit 1989; Reis & Boiteux 2006c). Si bien
existen experiencias acerca del uso de la RSA en condiciones de cultivo de tomate en el manejo de

diversas patologias (Anfoka 2000; Abbasi et al. 2002; Baysal et al. 2003a, 2005; Araujo et al. 2005;
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Pradhanang ef al. 2005), no se han realizado estudios equivalentes destinados al manejo de la
mancha gris de la hoja. Es interesante sefialar a través de numerosos reportes, la existencia de una
gran multiplicidad de tipos de inductores utilizados, asi como también la gran cantidad de
experiencias desarrolladas en innumerables patosistemas, aunque la mayoria de ellos solo a
instancias de condiciones controladas de laboratorio.

La induccion de resistencia en plantas de tomate contra representantes del género
Stemphylium es un area que merece ser estudiada. Puesto que el manejo de los fitopatdogenos es
frecuentemente dificultoso y ademés no hay disponibilidad de variedades resistentes de gran parte
de los cultivares mas difundidos, la induccion de RSA es una alternativa conducente a lograr una

agricultura sustentable, reduciendo la incidencia y la severidad de las enfermedades.

“mancha gris de
la hoja del tomate”

conidio

caracterizacion de
Stemphylium et colonia

Figura 1.3. Esquema Introduccion. Cultivo de tomate con sintomatologia de la “mancha gris de la hoja” provocada por hongos
patdgenos del género Stemphylium y la induccion de resistencia en plantas BTH en el manejo de la enfermedad.
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Hipotesis
La “mancha gris de la hoja” en L. esculentum es provocada por un conjunto de agentes etioldgicos
fingicos.
La activacion de mecanismos de RSA es una herramienta efectiva en el control de enfermedades

foliares en tomate.

Objetivo general.
Profundizar el conocimiento de los hongos causantes de la “mancha gris de la hoja” en L.

esculentum Mill. y evaluar su control utilizando mecanismos de resistencia de la planta.

Objetivos especificos

Aislar e identificar los hongos asociados a la “mancha gris de la hoja de tomate”.

Caracterizar los aislamientos fungicos en base a caracteristicas morfologicas, moleculares y

fisiologicas.

Evaluar al BTH como agente activador de RSA en tomate y su rol en el control de Stemphylium y

otros patogenos foliares de tomate.

Identificar los indicadores de RSA que revelen con mayor sensibilidad la activacion de los

mecanismos de resistencia.
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Capitulo 2.
Aislamiento y caracterizacion de hongos asociados a la

“mancha gris de la hoja del tomate™.
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2.1. INTRODUCCION

2.1.1. Identificacion morfolégica y molecular

La taxonomia en microbiologia, aun mas que otras disciplinas bioldgicas, debe lograr
abordar los estudios de caracterizacion de microorganismos de manera integral, con diversos
parametros: morfoldgicos, bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos, genéticos y moleculares (Misra et
al. 2012).

Desde el punto de vista morfolégico, el género Stemphylium (Hyphomycete), comparte con
los géneros Alternaria y Ulocladium la caracteristica general de producir dictiosporas en
conidioforos bien diferenciados (Ulloa & Hanlin 2006; Woudenberg ef al. 2017). Sin embargo, es
posible diferenciarlos segun el modo de proliferacion de los conididforos, para el caso de
Stemphylium; percurrente y con la célula conididgena apical con forma de copa (Figura 2.1)

(Simmons 1969).

Figura 2.1. Modo de proliferacion de los conidioforos y conidios en los géneros A) Alternaria, B) Ulocladium y C) Stemphylium

(Simmons 1969).

El género Pleospora tiene como especie tipo a Pleospora herbarum (Pers.) Rabenh. ex Ces.
& De Not, ubicado dentro de Ascomycota y la familia Pleosporaceae; se caracteriza por producir de
seis a ocho ascosporas pigmentadas, muriformes, en ascos bitunicados inmersos en seudoparafisis y
encerrados en seudotecios negros (Ulloa & Hanlin 2006). Las ascosporas, originadas como células
unicas, llegan a la madurez morfologica por el alargamiento, por la produccion de septos y por el
desarrollo de pigmentacion (Simmons 1969; da Silva 2011). Al momento de referirse a este hongo,
el uso del nombre Stemphylium sobre Pleospora es recomendado (Rossman et al. 2015).

Antes de la aparicion del analisis molecular la diferenciacion taxondmica de las especies
dentro del género Stemphylium era determinada principalmente por caracteristicas morfologicas

como la forma del conidio, tamafio, relacion largo:ancho, color, septacion y ornamentacion. Otros
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caracteres morfologicos utilizados en la definicion de especies han incluido largo del conidiéforo y
diametro de la célula apical terminal del conidi6foro (Weber 1930; Simmons 1969, 1985, 2001;
Ellis 1971; da Silva 2011).

Sin embargo, estas caracteristicas han sido insuficientes en la correcta identificacion de las
especies ya que se pudo verificar superposicion de los valores entre diferentes especies, incluso
puede ser variable aun en una misma especie. Las caracteristicas morfologicas de los conidios y las
colonias estan sujetas a variaciones de condiciones de crecimiento de los cultivos; tales como luz,
temperatura, medio de cultivo, entre otras (Neergaard 1945; Joly 1964; Leach & Aragaki 1970;
Camara et al. 2002; Hosen et al. 2009; Chowdhury et al. 2015; Subash & Saraswati 2016). Al
contrario que los caracteres morfologicos observables, el andlisis de secuencias del acido
desoxirribonucleico (ADN), no estd sujeto a modificaciones de condiciones de cultivo, ni a
clasificaciones empiricas del ser humano (Pei et al., 2010; Woudenberg et al., 2017).

La diferenciacion de las cuatro especies del género Stemphylium citadas como patdgenas de
tomate, basandose en caracteres morfoldgicos del conidio, se puede observar (Figura 2.2) en la

clave dicotomica adaptada de Ellis (1971).

1. Conidios con apice redondeado
2. Conidios constrictos principalmente en el septo transverso medio
S. botryosum
2’. Conidios constrictos generalmente en los tres septos transversos mayores
S. vesicarium
1". Conidios con &pice conico
3. Conidios constrictos en el septo transverso medio, relacion largo:ancho no mayor a 2:1
S. solani
3". Conidios constrictos en los tres septos transversos mayores, relacion largo:ancho 3:1 o mayor

S. lycopersici

Figura 2.2. Clave dicotomica de especies patogenas de tomate, adaptada de (Ellis 1971).

Estas cuatro especies se mantienen como tales ain en los trabajos mas recientes

(Woudenberg ef al. 2017), donde se sinonimizan algunas especies del género en estudio.
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En hongos filamentosos y levaduras, el rADN esta organizado de manera secuencial como
unidades que se repiten una detras de la otra. Cada una de las mismas incluye tres genes de rARN,

el que codifica para el 18S rARN, el gen para el 5.8S rARN y el gen para el 28S rARN (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Diagrama del ADNr la subunidad ribosomal pequeiia, 18S (SSU), la subunidad ribosomal grande 28S (LSU)
del ribosoma, la region 5.8S y las regiones ITS1 e ITS2.

Como se muestra en la Figura 2.3 la region ITS (Internal Transcribed Spacer) contiene dos
regiones no codificadoras (ITS1 e ITS2) variables dentro de cada repeticion de DNAr; y se
localizan entre las regiones altamente conservadas de los genes, ARNr 18S (SSU-18S), region 5.8S
y los genes que codifican para ARNr de la subunidad grande del ribosoma 28S (LSU). Ademas,
este esquema del rADN se encuentra separado por un espaciador intergénico IGS (Inter Genic
Spacer). El gen mas pequeio, el 5S rARN puede estar o no incluido en la unidad de rADN. Las
zonas no codificantes del rADN nuclear (ITS1, ITS2 e IGS) son las més susceptibles de acumular
mutaciones y por lo tanto tienen gran interés en el estudio de la identificacion y tipificacion de
especies fungicas (White ef al. 1990; Stocco 2013). Existen numerosos trabajos que utilizan los ITS
para determinar especies del género Stemphylium (Camara et al. 2002; Inderbitzin et al. 2009;
Wang et al. 2009; Pei et al. 2010; Wu et al. 2010; Woudenberg et al. 2017). Los ITS han sido de
gran utilidad para la sistematica molecular a nivel de especies, e incluso en categorias infra-

especificas. Actualmente se combinan el uso de la taxonomia cladsica con las nuevas técnicas

45



moleculares, tanto para profundizar el estudio en clasificaciones artificiales, como para incorporar

nuevas especies y razas u otras categorias infra-especificas.

2.1.2. Caracterizacion fisiologica.

2.1.2.1. Crecimiento y esporulacion en distintos medios de cultivos.

En nuestro pais no se tiene suficiente informacion sobre la biologia de este patdgeno. Se
busco en este ensayo seleccionar el medio de cultivo adecuado para el crecimiento, esporulacion y
conservacion de este hongo, y asi poder realizar estudios posteriores sobre la biologia y
epidemiologia con los aislamientos obtenidos y seleccionados.

De esta manera, este ensayo tuvo como objetivo, evaluar el crecimiento y la esporulacion
del aislamiento de Stemphylium CIDEFI 216 en diferentes medios de cultivo, a condiciones de luz y
temperatura establecidas.

Para realizar ensayos en plantas de tomate en condiciones controladas, se debe disponer de
medios de cultivo donde el hongo, sometido a condiciones de luz y temperatura definidas, crezca
adecuadamente y produzca abundante cantidad de conidios, que permitan a posteriori obtener
resultados satisfactorios en cuanto a inoculacion se refiere.

A menudo se han empleado medios de cultivo rutinarios tales como APG para el cultivo de
Stemphylium spp., aunque se comprobd que la velocidad de crecimiento y la esporulacion es
superior en otros medios con extractos naturales, como los que poseen cebada, lenteja y tomate
(Rotem et al. 1966; Hosen et al. 2009; Hosen 2011). La optimizacion de medios de cultivo y la
busqueda de alternativas mas eficientes, resulta imprescindible para disminuir el tiempo de duracion
de los ensayos y los riesgos de contaminacion de los experimentos. También es preciso considerar
que, a medida que se realizan sucesivos cultivos de un aislamiento este pierde virulencia, por lo que

resulta necesario contar con un medio natural, donde este rasgo se afecte lo menos posible.

2.1.2.2. Sintesis de metabolitos secundarios.

Los hongos correspondientes a diferentes grupos ecofiosiolégicos como fitopatogenos y
saprotrofos, sintentizan una variedad de metabolitos secundarios, que abarcan desde pigmentos,
otros con caracteristicas beneficiosas (Debbab ef al. 2012) hasta sustancias toxicas: antibidticos,

fitotoxinas o micotoxinas (Moss 1996), y ellos son distintos en su estructura, biosintesis, capacidad
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de toxicidad. Las micotoxinas pueden causar diversos problemas en el ser humano y los animales
(Kendrick 1992), algunas pueden incluso ser trasladadas a lo largo de la cadena de produccion, y
finalmente quedar asociadas a alimentos con los que nunca estuvieron en contacto con hongos
contaminantes (Moss 1996). Entre los principales géneros reconocidos de produccion de
micotoxinas estan: Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Alternaria.

El género Stemphylium produce metabolitos secundarios desde compuestos antibiodticos,
anticancerigenos (Debbab et al. 2012) hasta fitotoxicos en distintas especies vegetales (Barash et al.
1975; Barash 1982). Un perfil de metabolitos secundarios consiste en todos los diferentes
compuestos que un hongo puede producir en un sustrato determinado y proporciona informacién
util en la caracterizacion de una determinada categoria taxondmica. Si bien se sabe que
Stemphylium produce diversos metabolitos secundarios, los estudios disponibles en la bibliografia

en general son limitados.

2.1.2.3. Hongos y estrés hidrico.

Un factor importante del medio ambiente, con efectos importantes en la actividad fingica, es
la disponibilidad de agua. El potencial de agua es una medida de la cantidad de energia que se
requiere para extraer el agua de un sustrato (Tijerina-Ramirez et al. 2014).

En ecosistemas terrestres, la disponibilidad de agua puede expresarse por el total de
potencial agua, una medida de la fraccion del contenido total de agua que esta disponible para el
crecimiento microbiano. El potencial agua es la suma de tres factores: (i) potencial osmotico o
soluto, debido a la presencia de iones u otros solutos (ii) el potencial matrico debido directamente a
las fuerzas requeridas para remover el agua unida a una matriz (p.e., suelo), y (iii) el potencial de
turgencia de las células microbianas, equilibrando su estado interno con las condiciones ambientales
externas. El crecimiento del hongo en los rastrojos de los cultivos esta determinado en parte por el
potencial soluto, mientras que el crecimiento en el suelo estaria determinado por el potencial
matrico, excepto en los suelos salinos (Jurado et al. 2008).

El potencial hidrico se ha demostrado que tienen efectos significativos sobre fitopatogenos
tales como Sclerotinia sclerotiorum y S. minor (Hao et al. 2003), Macrophomina phaseolina
(Tijerina-Ramirez et al. 2014), Rhizotocnia solani (Ritchie et al. 2006), Fusarium graminearum
(Ramirez ef al. 2004). Sin embargo, alin no se conoce la respuesta de Stemphylium, y en interaccion

con tomate, a diversos potenciales osmoticos.
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Como se menciond, las caracteristicas morfologicas en la identificacion de
microorganismos, en particular Stemphylium spp. varian segiin el ambiente circundante, por lo que
modificaciones en el potencial osmotico (o actividad agua, a,) de las condiciones de cultivo
originarian cambios que dificultan la correcta identificacion del patdgeno en estudio. Asimismo, el
estrés osmotico altera el crecimiento de microorganismos, lo que podria incidir en la sintesis de
pigmentos en Stemphylium spp. (Cervantes-Garcia et al. 2003). Resulta importante comprender las
bases eco-fisiologicas de los microorganismos para el establecimiento y la supervivencia como

podria ser en los rastrojos de los cultivos, y el rol en la infeccion en el subsiguiente ciclo de cultivo.

2.1.2.4. Ensayo con distintos cultivares de tomate.

Dada la importancia actual y potencial de esta enfermedad, se hace énfasis en la eleccion del
cultivar a implantar, ya que la herramienta de manejo mas efectiva es el empleo de cultivares
resistentes. Sin embargo, en varios lugares del mundo donde se cultiva ampliamente el tomate,
como Brasil (Reis & Boiteux 2006c; Domingues 2012) y en el caso de la Argentina, los principales
materiales cultivados no tienen incorporado el gen de resistencia (consulta catdlogo de Enza
Zadem®, tomate Elpida). En este contexto resulta sumamente util para el medio horticola conocer

como se comportan los diferentes cultivares de tomate.

2.1.2.5. Rango de hospedantes.

En ausencia de cultivares resistentes, entre otras medidas recomendadas para el manejo de la
enfermedad en estudio, existe la rotacion de cultivos. Sin embargo, el tomate no es la {inica especie
hospedante de estas especies fungicas, es patdgeno de varias plantas silvestres o cultivadas; entre
ellas, el pimiento (Capsicum annuum L.), la berenjena (Solanum melongena L.) o el algodon
(Gossypium hirsutum L.). El ensayo de establecer el rango de hospedantes consiste en inocular
plantas de diversas familias botdnicas bajo condiciones controladas, y determinar la posible
existencia de especificidad en la relacién patdégeno-hospedero (Reis & Boiteux 2006a; Kohl et al.

2009).
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2.1.2.6. Bioensayo en fruto

Segun varios autores, las distintas especies del género Stemphylium no afectan los frutos de
tomate (Rotem & Bashi 1977; Jones et al. 1992; Blancard et al. 2011). Sin embargo, seria

interesante indagar si tienen la capacidad de enfermar frutos en condiciones controladas.

2.1.3. Objetivos especificos

Aislar e identificar los hongos asociados a la “mancha gris de la hoja de tomate”.
Caracterizar los aislamientos fungicos en base a caracteristicas morfologicas, moleculares y

fisiologicas.

2.1.4. Hipotesis
La “mancha gris de la hoja” en tomate es provocada por un conjunto de agentes etiologicos

fingicos.
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2.2. MATERIALES Y METODOS.

2.2.1. Recoleccion de muestras de material vegetal.

Se colecto durante los afios 2010/2011, 2011/2012 y 2012/2013 material enfermo de plantas
de tomate con sintomas de “mancha gris de la hoja”. Diversos establecimientos ubicados en zonas
de importancia horticola del pais como La Plata (Provincia de Buenos Aires) y Lavalle, Bella Vista

y Santa Lucia (Provincia de Corrientes), se seleccionaron como sitios de muestreo (Tabla 2.1).

2.2.2. Procesamiento del material vegetal y aislamiento de los hongos.

Inicialmente a las muestras colectadas se les realizé un lavado continuo con agua corriente
para eliminar particulas y restos de materia organica; luego, pequenas secciones (3 x 3 mm) de
hojas con manchas, fueron desinfectadas superficialmente 130" (minuto y medio) en alcohol 70 %
y luego inmersas 1'30"" (minuto y medio) en hipoclorito de sodio y posteriormente fueron lavadas
en agua destilada estéril. Inmediatamente fueron sembradas en medios Agar Papa Agua (APA),
APG al 2 % y Agar 8 vegetales (AV8), con el agregado de cloranfenicol y se incubaron a 25 °C en
oscuridad durante una semana (Camara ef al. 2002). Luego se seleccionaron colonias individuales,
que se desarrollaron a partir de una unidad (espora), y se repicaron axenicamente a nuevas placas de
cultivo. Los aislamientos monospdricos obtenidos a partir del material analizado se conservaron en
viales con aceite mineral estéril y/o con agua destilada estéril, en tubos picos de flauta a 4°C y en la
técnica de papel en freezer a -20°C, conformando los cultivos stock para los estudios posteriores
(Buell & Weston 1947; Lopez Lastra et al. 2002). Para la técnica de papel de filtro, se colocaron
tiras de papel de filtro estériles de 1 cm de ancho dentro de cajas de Petri con APG donde se
encontraba creciendo el hongo. Se incub6 durante 7 dias. Una vez que el hongo coloniz6 el papel de
filtro, se retird y se dejo secar a temperatura ambiente durante 7 dias. Las tiras fueron conservadas
dentro de sobres de papel de strassa de 7 x 13 cm, protegidas con papel de aluminio, en el freezer a
-20°C (Stocco 2013).

Los aislamientos se depositaron en el cepario del Centro de Investigaciones de Fitopatologia

(CIDEFI) de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata.
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2.2.3. Identificacion morfolégica y molecular.

2.2.3.1. Identificacion morfologica.

En la determinacion del patégeno se realizaron estudios culturales, morfologicos y
biométricos mediante observaciones microscopicas, mediciones micrométricas y uso de claves. Se
realizd una caracterizacion referida al desarrollo de las colonias de cada aislamiento. Asimismo, se
analizaron las caracteristicas de los conidios, incluyendo rasgos cualitativos y dimensiones,
diferenciados por los aislamientos en cultivo sobre APG.

En este trabajo se utilizaron 49 aislamientos monosporicos que estdn depositados en la
coleccion del CIDEFI (Tabla 2.1). Las colonias se caracterizaron considerando el crecimiento y
pigmentacioén de las mismas, como asi también los pigmentos que difundieron o no al medio. El
crecimiento se determiné por triplicado, tomando dos medidas del diametro perpendiculares entre si
(didmetro polar y ecuatorial) por placa hasta el tiempo final de 7 dias. En el centro de las cajas de
Petri de 9 cm de diametro se sembrd un circulo de 0,8 mm de APG cubierto de micelio, procedente
de cultivos de 7 dias. Se incubaron en estufas a 25°C, en oscuridad, durante una semana (Irwin et al.
1986; Kim et al. 2004; Orozco-Santos et al. 2004; Kohl et al. 2009).

Cuando el ensayo de crecimiento llegd a su tiempo final, fueron evaluados con un
microscopio 50 conidios por aislamiento luego de realizar preparaciones microscopicas, y las
observaciones se registraron con una camara digital NIKON D40. Se consideraron las dimensiones
de los conidios (largo-ancho, relacion largo-ancho), el numero de septos transversales y la forma
del apice. En base a las caracteristicas observadas se realizd la identificacion morfologica de los

conidios (Simmons 1969, 1985, 1989, 2001; Ellis 1971).

2.2.3.2. Analisis molecular.

La extraccion y cuantificacion del ADN gendémico fungico se realizd utilizando sélo tres
aislamientos considerados como modelos de estudio en base a su compartamiento diferencial en
cultivo in vitro (esporulacion), un alto grado de virulencia y/o su fuente de procedencia de acuerdo
a (Franco ef al. 2017a; Medina et al. 2021a): CIDEFI 210, CIDEFI 212 y CIDEFI 216, siguiendo el
método bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), (Doyle 1991), modificado por (Bornet &
Branchard 2001). Se tomaron de cada aislamiento 300 mg de micelio (peso humedo), y se molieron

en morteros individuales con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. Luego, se le
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incorporaron 800 pl de buffer CTAB suplementado con 200 pul de CTAB 10X, 1 pl de B-
mercaptoetanol y 1% Polivinilpolipirrolidona (PVPP). La suspension de micelio y buffer se paso a
un tubo Eppendorf de 2 mL y se incubd en un bafio térmico a 60°C durante 30 minutos.
Posteriormente, se adiciondé un volumen de cloroformo-isoamilalcohol (12:1), se mezcld y se
centrifugd 5 minutos a 10.000 g. El sobrenadante se pasé a un tubo Eppendorf de 2 mL en donde se
procedid a precipitar el ADN. Para esto se agreg6 un volumen de isopropanol y 10% del volumen
de acetato de sodio 3M. La mezcla se mantuvo a -18°C durante 12 horas. La suspension se
centrifugd a 10.000 g para generar un pellet de ADN que se lavo tres veces con etanol 70%, que
luego se secd. El ADN se resuspendio en 150 pl de buffer TE, al que se le adicionaron 1-2 ul de
ARNasa (10 pg.ul™), luego de lo cual se incubd a 37°C por espacio de 2 horas. El ADN
nuevamente se tratd con fenol cloroformo y se precipitdé como se describié anteriormente. La
solucién de ADN final se mantuvo en freezer a -20°C.

Para evaluar la calidad y cantidad del ADN obtenido, las muestras se sembraron en un gel de
agarosa al 0,7 % tefiido con Bromuro de etidio (0,2 mg/mL) junto con el marcador de peso
molecular Lambda Hind III (Promega Biotech) y fueron visualizadas en un transiluminador de UV
(Sambrook et al. 1989). El rendimiento de ADN fue estimado por comparacion entre la intensidad
de las bandas generadas por las muestras y las del marcador utilizado. Los geles se documentaron
utilizando el analizador de imagenes SYNGENE vy el software GENETOOLS.

Para la amplificacion de los genes conservados ITS se realizo la identificacion molecular
amplificando por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) un fragmento del rADN comprendido
entre el extremo 3" del ITS 1, ITS 2, la subunidad 5,8S y el extremo 5° de la subunidad 28S,
empleando los cebadores ITS1 e ITS4 reportados por White et al. (1990).

El programa utilizado consistido en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 4
minutos; 33 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 45 segundos a 56°C y 1 minuto a 72°C y por ultimo
una elongacion de 5 minutos a 72 °C (Curtis ef al. 1994; Goodwin et al. 2001). La mezcla de
reaccion consistio en buffer de reaccion 1X (500 mM KCl; 100 mM Tris-HCI, pH 9.0 a 25°C; 1%
Triton X-100 -sin magnesio-); 1,5 mM cloruro de magnesio; 0,2 mM de cada desoxirribonucle6tido
trifosfato (ANTP); 0,3 uM de cada primer; 1 unidad de T- Plus ADN polimerasa (Highway
Molecular Biology-INBIO-UNICEN) y 50 ng de ADN molde por reaccion, en un volumen final de
15 pl (Franco 2014). El producto de PCR se purifico y secuencié utilizando los cebadores ITS1 e
ITS4 en la reaccion de secuenciacion ciclica con el Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction kit en Macrogen Inc. Seul, Korea.
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Las secuencias se compararon con la base de datos “Nucleotide collection nr/nt” del NCBI
utilizando el software MegaBlast. Ademas, se realizd un analisis filogenético de las secuencias de
los aislamientos y las secuencias homodlogas de hongos del complejo Stemphylium y de otros
morfologicamente afines como Alternaria y Ulocladium, obtenidas de la base de datos del
GenBank. Como grupo externo (outgroup) se utilizéd la secuencia del ITS de Bipolaris australis y
representantes del género Setosphaeria. Las secuencias fueron alineadas mediante CLUSTAL W,
version 1.83. El andlisis se realizo utilizando el software Bioedit Sequence Alignment Editor
(BioEdit version 7.0.0). Las longitudes de las secuencias alineadas quedaron establecidas por la
distancia entre los cebadores utilizados para la amplificacion de dicha secuencia. El arbol
filogenético de Neighbor- Joining (NJ) fue construido utilizando el programa MEGA (version
5.01). Para cuantificar el grado de apoyo de los clusters en los arboles de NJ se utilizé la medida de

“bootstrap”.

2.2.4. Caracterizacion fisiologica.

Con el aislamiento seleccionado CIDEFI 216, en base a su compartamiento diferencial en
cultivo in vitro (esporulacion), un alto grado de virulencia y que se conoce el genoma del
aislamiento (Franco et al. 2015), el cual fue obtenido de tomate cv. Elpida (campafia 2010)
procedente de Bella Vista, se realizd una caracterizacion que incluye otros aspectos, para generar
mayor informacion y ser aprovechada en futuros planes de manejo de la enfermedad en estudio. La
caracterizacion fisiologica estuvo vinculada a diversos aspectos: crecimiento y esporulacion en
distintos medios de cultivos, sintesis de metabolitos secundarios (aqui se incluyeron los siguientes
20 aislamientos, debido a su compartamiento diferencial en cultivo in vitro (esporulacion), su grado
de virulencia y/o fuente de procedencia de acuerdo a (Franco ef al. 2017a; Medina et al. 2021a):
CIDEFI 201, CIDEFI 203, CIDEFI 206, CIDEFI 207, CIDEFI 208, CIDEFI 210, CIDEFI 211,
CIDEFI 213, CIDEFI 214, CIDEFI 215, CIDEFI 216, CIDEFI 221, CIDEFI 224, CIDEFI 225,
CIDEFTI 226, CIDEFI 227, CIDEFI 228, CIDEFI 229, CIDEFI 230 y CIDEDI 231), respuesta al
estrés hidrico, ensayos con distintos cultivares de tomate, rango de hospedantes y ensayo en frutos

de tomate en condiciones controladas.

2.2.4.1. Crecimiento y esporulacion en distintos medios de cultivos.
Se determinaron las caracteristicas morfométricas de los conidios (largo, ancho, relacion

largo/ancho, constricciones transversales y presencia en el apice del conidio de punta o no) y de las
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colonias del aislamiento CIDEFI 216 que desarrollaron para cada uno de los sustratos
seleccionados.

Los distintos medios de cultivos sélidos; APG, medio extracto de Tomate, medio extracto de
Cebada, medio extracto de Lenteja, medio extracto de Garbanzo y medio extracto de Malta se
confeccionaron de la siguiente manera, para la preparacion de 1 litro; 200 g de cada ingrediente que
da nombre al medio de cultivo (p.e. 200 g de cebada para el medio extracto Cebada), 20 g de
glucosa y 20 g de agar (Hosen et al. 2009). Todos los medios fueron esterilizados en autoclave
durante 20 minutos a 1,5 atm, y posteriormente se extendieron en placas de Petri de 9 cm de
diametro. El crecimiento se determind por triplicado, tomando dos medidas del diametro
perpendiculares entre si (didmetro polar y ecuatorial) por placa durante 7 dias. En el centro de cada
placa, se depositd un disco de 0,7 cm de diametro tomado de la parte en crecimiento activo
(periferia) de una colonia de CIDEFI 216 desarrollada en APG como placa madre. Las cajas de
Petri con los medios de cultivo sélido se mantuvieron a 25°C en oscuridad (Shahin & Shepard
1978). Se evaluaron 7 tratamientos con tres repeticiones, considerando una caja de Petri como
unidad experimental.

Para la determinacion de la esporulacion se prepararon en tubos cénicos Falcon de 50 mL,
una suspension proveniente de una placa de cada uno de los medios de cultivo evaluados. Se

tomaron alicuotas de 100 ul, y se realizo el conteo de conidios mediante la camara de Neubauer.

2.2.4.2. Sintesis de metabolitos secundarios.

Se utilizé la seleccion de 20 aislamientos -sefialados en el apartado 2.2.4- para llevar
adelante esta identificacion, los cuales fueron sembrados en tres puntos sobre placas DRYES e
incubados durante 14 dias a 25°C en oscuridad. La extraccion fue realizada a micro-escala, se
tomaron tres discos desde el centro de cada colonia y los nueve discos se colocaron en un vial de 4
mL. Posteriormente se afiadié 1 mL de acetato de etilo que contenia acido formico al 1% (vol/vol) a
cada vial y los discos fueron sonicados durante 30 minutos. El extracto se transfiri6 a un vial limpio
de 2 mL, se evaporo a sequedad en una atmosfera N, y se redisolvio en 400 pL de metanol. El
extracto de metanol se filtro a través de un filtro de 0,45 pm en un vial limpio de 2 mL y se
mantuvo a -18°C antes del andlisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
(Andersen et al. 2005). Los analisis se realizaron mediante cromatografia liquida de ultra alta
resolucion (UHPLC) con detector de matriz de diodos (DAD) un espectrometro de masas (MS) de

alta resolucion maxis 3G QTOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) equipado con una fuente
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ESI y conectado a un sistema Ultimate 3000 UHPLC (Dionex, Sunnyvale, EE. UU.) equipado con
una columna Kinetex de 2,6 um C18, 100mm X 2.1mm (Phenomenex, Torrance, CA). De acuerdo
con (Klitgaard ef al. 2014) se usé un gradiente lineal de agua-acetonitrilo en solucion de acido
formico 20 mM. El gradiente se inicid con una concentracion de acetonitrilo de 10% (vol/vol), la
cual se incremento6 hasta el 100% en 10 min, mantenido durante 3 minutos antes de regresar a las
condiciones iniciales. La MS se realizo en condiciones ESI+ y ESI- en el intervalo de analisis m/z
100-1000, con una precision de masa <1,5 ppm. Los espectros UV/VIS fueron adquiridos utilizando
longitudes de onda entre 200 y 700 nm. El procesamiento de los datos se realizo utilizando los
programas DataAnalysis 4.0 y TargetAnalysis 1.2 (Bruker Daltonics) por la aproximacién de
eliminacion de replicados (Klitgaard et al. 2014). Este método utiliza datos de la masa precisa y los
patrones isotopicos de posibles compuestos, permitiendo procesar miles de datos en corto tiempo.
Para este estudio, se utilizaron datos de 251 compuestos publicados en la bibliografia para
Stemphylim, Alternaria y otros géneros relacionados para identificar compuestos, basados en la
masa precisa (desviacion<l,5 ppm) y el patroén isotopico (ajuste isotopico<50) (Klitgaard et al

2014).

2.2.4.3. Hongos y estrés hidrico.

Con respecto a las caracteristicas fisiologicas, se evalu6 el efecto de distintos solutos sobre
el crecimiento y pigmentacion in vitro de este patogeno (Vera Bahima ef al. 2011). Para evaluar la
respuesta al estrés osmotico del aislamiento CIDEFI 216, se cultivo en medio APG suplementando
el mismo con glicerol (osmolito no i6nico) y NaCl (osmolito i6nico) generando potenciales agua
expresados como actividad agua, comprendidos en el rango; 0,999 (control) a 0,93, para cada
soluto mencionado. Se siguid la metodologia de Jurado et a/. (2008) para hacer un paralelismo entre
la actividad del agua y los potenciales generados, segin el tipo de soluto y concentracion.

Inicialmente durante un primer ensayo, se utilizaron las siguientes ay: Control; 0,98; 0,95 y
0,93 para lo cual se agregaron en 100 mL de agua destilada: 0 g, 3,52 g; 8,79 gy 12,3 g de NaCl
(rango del 0-12 %) y 0 g; 9,25 g; 23,12 g; 32,36 g de Glicerol (glicerina bidestilada al 99,5%)
(rango del 0-32 %). Posteriormente, se realizé un segundo ensayo, donde se extendio el rango de a,,
ensayadas, empleando los siguientes 0,9; 0,85 y 0,8; con el agregado en 100 mL de agua destilada
de 17,57 g; 26,35 gy 35,13 g de NaCl respectivamente. Esto no se hizo para el caso de Glicerol ya
que no era factible de llevar adelante la técnica. También, se ensay6 utilizando un segundo osmolito

16nico, el KCI con ay de Control; 0,98; 0,95; 0,93; 0,9; 0,85 y 0,8 para lo cual se agregaron en 100
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mL de agua destilada: 0 g; 3,73 g; 8,02 g; 10,88 g; 15,17 g; 22,32 gy 29,47 g de sal (rango del 0-30
%) (Jurado et al. 2008; Astoreca ef al. 2009; Alam et al. 2010).

El crecimiento se evalu6 diariamente por el incremento de tamafio de las colonias hasta los 7
dias. En el ultimo dia se determiné la pigmentacion de las colonias, definida por los componentes
del color a través de dos metodologias; a) la composicion del color electronica: R (rojo), G (verde)
y B (azul) y b) método de impresion en color, CYMK (cian, amarillo, magenta y negro) (Dorado et
al. 1999). Para cada a,, en cada placa de Petri y considerando el crecimiento del patdégeno de
manera concéntrica desde el centro, se establecieron tres zonas en los cuales se determinaron los
colores anteriormente mencionados. Las zonas establecidas fueron: externa, media e interna, en
cada una de ellos se tomaron 4 valores. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento (potencial).

Finalmente, se utilizd un espectrofotdémetro para determinar los maximos de absorbancia y
determinar los cromoéforos solubles en FAA (formaldehido, alcohol y acético). En el 7 dia del
ensayo se fijaron los tejidos del hongo de cada muestra con 10 mL de FAA, luego se centrifugd
durante 10 minutos a 14.8 rpm, y se realizaron las determinaciones en espectrofotometro Shimadzu

UV. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento (potencial).
2.2.4.4. Ensayo con distintos cultivares de tomate.

Se determind la reaccion varietal en 6 cultivares comerciales de tomate, frente a la
inoculacion con el aislamiento CIDEFI 216. Entre los materiales de tomate susceptibles se
evaluaron: Torry y Elpida; entre los materiales tolerantes; Tyerno y TL 42524, y como resistentes:
Keitor y Sivinar (Syngenta).

Luego de 30 dias de realizado el almacigo con los distintos cultivares de tomate se realizo el
trasplante a su envase definitivo. Las plantas al ser inoculadas tenian 4 hojas expandidas, se
cultivaron en invernaculo bajo condiciones controladas de temperatura (25 °C) y humedad (90 %).
Para la preparacion del indculo se siguié la metodologia utilizada por Esmailzadeh et al. (2008), se
cultivo con el aislamiento CIDEFI 216 placas de Petri de 9 cm de diametro; luego, se incubaron en
estufa a 25°C, en oscuridad, durante una semana y se removido con agua destilada estéril la
superficie de las colonias para obtener los conidios; finalmente se filtraron y se ajusto el indculo a
una concentraciéon de 1 x 10* conidios/ml. Con esta suspensién de conidios, se inocularon las
plantas de tomate mediante la aspersion con la concentracion ajustada, luego de lo cual los mismos
fueron envueltos con bolsas plésticas transparentes (camara humeda), las cuales fueron retiradas a

los dos dias. Las plantass se mantuvieron a temperatura ambiente, de alrededor de 25 °C, durante 14
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dias. Como control se utilizaron plantas de cada variedad asperjadas con agua estéril (Kim et al.
2004; de Miranda 2009; de Miranda et al. 2010).
Se trabajo con un n: 10 plantas por tratamiento. La evaluacion de la severidad se realizo 5, 7

y 9 dias post inoculacion del patdégeno, expresado como el nimero totales de manchas por planta.

2.2.4.5. Rango de hospedantes.

Para investigar el rango de hospedantes de Stemphylium, se prepar6é y pulverizé con una
suspension de conidios del aislamiento CIDEFI 216 como se describio en el apartado anterior,
diversas especies pertenecientes a distintas familias de importancia horticola, tales como
Solanaceae: “berenjena” (Solanum melongena L.) y “morrdon” (Capsicum annuum L.),
Cucurbitaceae: “zapallo” (Cucurbita pepo L.), “zapallito redondo” (Cucurbita mdaxima var.
zapallito (Carriére) Millan) y “pepino” (Cucumis sativus L.), Poaceae: “maiz dulce” (Zea mays L.),
Fabaceae: “poroto” (Phaseolus vulgaris L.), Asteraceae: “lechuga” (Lactuca sativa L.) y finalmente
Brassicacea: “racula” (Eruca sativa Mill.). Todas pertenecientes a Ecoproductos y Arie
Sonneveledt SRL semillas (Koike & Henderson 2001; Kim et al. 2004; Zheng et al. 2009).

Luego de 20-30 dias de realizado el almacigo con las distintas especies seleccionadas se
realiz6 el trasplante a su envase definitivo. Las plantas por lo general al ser inoculadas tenian al
menos 4 hojas expandidas y las condiciones de cultivo fueron en inverndculo bajo condiciones
controladas de temperatura (25 °C) y humedad (90 %). Plantas de tomate cv. Elpida fueron
inoculadas como control positivo y plantas de las distintas especies fueron tratadas con agua como
control. Los materiales usados en este experimento fueron seleccionados porque diversas especies
del complejo Stemphylium sensu-lato fueron reportadas como patdgenas en diversas publicaciones
(Koike & Henderson 2001; Reis & Boiteux 2006a; Zheng et al. 2009; Woudenberg et al. 2017), o
estan estrechamente relacionadas con el tomate. La evaluacion de la sintomatologia tipica de la
enfermedad se realiz6 15 dias postinoculacion. Se trabajé con un n: 10 plantas por tratamiento. Este

experimento se desarroll6 en dos oportunidades.

2.2.4.6. Bioensayo en fruto.

Se realizaron bioensayos en fruto de tomate cv. Elpida acondicionados (limpios,

desinfestados con alcohol etilico y secos) a los cuales se inoculd el aislamiento CIDEFI 216. Se
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evaluaron distintas técnicas de inoculacion, los tratamientos consistieron en: a) discos de micelio,
con herida herida, b) pulverizacion, c) discos de papel y d) testigo (Vera Bahima et al. 2009).

En los tratamientos a) la técnica consistié en colocar un disco de micelio de 0,7 cm sobre
heridas previamente realizadas en la epidermis del fruto. En el tratamiento b), la pulverizacion se
realizo sobre todo el fruto con una concentracion 1 x 10* conidios/mL. Finalmente, para el caso c),
un disco de papel de filtro (5 mm de didmetro) embebido en la suspension del aislamiento CIDEFI
216 ajustada a una concentracion de 1 x 10* conidios/mL, se aplicé sobre el fruto. Como control
positivo se considerd al fruto s6lo con el patdgeno, mientras que en el control negativo se aplico
unicamente agua esé€ril. Luego de un periodo de incubacion en camara humeda de 48 horas, los
frutos se almacenaron en cdmara climatizada a 20° C durante 7 dias. Se siguio la metodologia
empleada en (Dal Bello et al. 2011) para la evaluacion de la enfermedad.

Se trabajé con un n: 15 frutos por tratamiento. Este experimento se desarrolld en dos

oportunidades.

2.2.5. Analisis estadistico

El diseno experimental fue enteramente al azar con las caracteristicas particulares que se
especifican en cada uno de los ensayos mecionados previamente. La comparacion de medias con los
datos correspondientes se realizd mediante analisis de la varianza (ANOVA) de un factor y se
compararon las medias utilizando el test de Tukey (p< 0,05). El andlisis estadistico se realizd

utilizando el programa GrapPad Prism 7.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Aislamientos.

A partir de muestras de tomate de diversas variedades y de varias localidades de la provincia
de Buenos Aires y de la Provincia de Corrientes de las campafias correspondientes al periodo 2010-
2013 se obtuvieron un total de 49 aislamientos (Tabla 2.1). Entre estos, 3 aislamientos no revelaron
habilidad para esporular bajo las condiciones de cultivo analizadas. No obstante, el resto se
caracterizo sobre la base de las caracteristicas morfométricas de sus conidios, y correspondieron a

representantes del complejo Stemphylium sensu-lato (Figura 2.4).

Figura 2.4. Cultivo del aislamiento CIDEFI 216 sobre medio APG, su sistema conidial. (A) Vista anverso del cultivo; (B) vista

reverso del cultivo; (C) conidios, célula conididgena y conididéforo; (D) conidios; tamafios diversos; (E) célula conidiégena apical
bulbosa; (F) detalle de célula conidiégena y conididforo; (G) conidio provisto de tres constricciones principales; (H) superficie del

conidio verrugosa. Barra: 20 pm.



Tabla 2.1. Aislamientos fiingicos usados en este estudio.

Aislamiento Localidad Variedad
CIDEFI 200 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 201 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 202 Lavalle Elpida
CIDEFI 203 Lavalle Elpida
CIDEFI 204 Lavalle Elpida
CIDEFI 205 Santa Lucia Elpida
vCIDEFI 206 Lavalle Torry
CIDEFI 207 Bella Vista Elpida
CIDEFI 208 Lavalle Elpida
CIDEFI 210 Bella Vista Elpida
CIDEFI 211 Lavalle Elpida
CIDEFI 212 La Plata Elpida
CIDEFI 213 Bella Vista Elpida
CIDEFI 214 Lavalle Elpida
CIDEFI 215 Bella Vista Elpida
CIDEFI 216 Bella Vista Elpida
CIDEFI 217 Lavalle Torry
CIDEFI 218 Bella Vista Elpida
CIDEFI 219 Lavalle Torry
CIDEFI 221 La Plata Elpida
CIDEFI 222 La Plata Elpida
CIDEFTI 223 La Plata Elpida
CIDEFI 224 La Plata Elpida
CIDEFI 225 La Plata Platense
CIDEFI 226 La Plata Platense
CIDEFI 227 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 228 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 229 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 232 La Plata Elpida
CIDEFI 230 La Plata Elpida
CIDEFI 231 La Plata Elpida
CIDEFTI 233 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 234 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 235 Santa Lucia Elpida
CIDEFI 209 Lavalle Elpida
CIDEFI 220 Lavalle Elpida
CIDEFI 248 Lavalle Elpida
CIDEFI 236 Lavalle Elpida
CIDEFI 237 Lavalle Elpida
CIDEFI 238 Lavalle Elpida
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CIDEFI 239 Bella Vista Elpida
CIDEFI 240 Bella Vista Elpida
CIDEFI 241 Bella Vista Elpida
CIDEFI 242 Lavalle Torry
CIDEFI 243 Lavalle Torry
CIDEFI 244 Lavalle Torry
CIDEFI 245 Bella Vista Elpida
CIDEFI 246 Bella Vista Elpida
CIDEFI 247 Bella Vista Elpida

2.3.2. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos en medio agarizado: crecimiento,

pigmentacion y morfometria del sistema conidial.

Los aislamientos presentaron las caracteristicas reportadas para el género Stemphylium
siguiendo las siguientes obras de referencia (Ellis 1971) y (Simmons 1969, 1985, 1989, 2001).

Se analiz6 el diametro de las colonias y su pigmentacion a los 7 dias (Figura 2.5). Aunque
todos los hongos crecieron sobre el medio APG, el aislamiento CIDEFI 241 reveld el menor
crecimiento (diametro de 2,6 cm) y el aislamiento CIDEFI 246 mostrd el maximo (didmetro de 7,2

cm).
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Figura 2.5. Crecimiento de los aislamientos a los 7 dias, en el medio APG a 25°C y oscuridad. Las barras indican la media + la

desviacion estandar. (*p<0,05; ANOVA de un factor y Test de Tukey a posteriori).
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Analizando la pigmentacion de los aislamientos en el medio APG, se detectaron 3 patrones
principales (Figura 2.6 y Tabla 2.2):
1) Grupo I: colonias con una coloracidon gris con parches blancos y rosados asociada a una
coloracion del medio marrén verdoso o rojizo (47 % de los aislamientos).
2) Grupo II: colonias de color amarillo claro con parches blancos y rosados sobre un medio de
coloracion amarillo-rojizo en el centro de la placa (26,5 % de los aislamientos).
3) Grupo III: colonias blancas y grisdceas, sin coloracion diferencial del medio respecto al

medio no inoculado (26,5 % de los aislamientos).

|

Figura 2.6. Colonias de los aislamientos CIDEFI desarrolladas sobre el medio APG después de 7 dias de incubacién a 25 ° C y en
oscuridad. Los fenotipos de los aislamientos CIDEFI 216, CIDEFI 210 y CIDEFI 201se establecieron como representantes tipo de

los 3 grupos establecidos en base a su pigmentacion, de izquierda a derecha: Grupo I, I y III respectivamente.

Tabla 2.2. Pigmentacion de las colonias de los aislamientos en APG y del medio extracelular asociado.

Coloracion del medio

Pigmentacion de la

Aislamiento colonia extracelular Grupo
CIDEFI 202 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 204 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 205 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 206 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 208 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 209 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 214 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 216 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 219 Grisaceo con parches Marroén verdoso-rojizo I
CIDEFI 220 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 223 Grisaceo con parches Marroén verdoso-rojizo I
CIDEFI 226 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 228 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 229 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 230 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I
CIDEFI 231 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I

62



CIDEFI 232 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I

CIDEFI 234 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I

CIDEFI 235 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I

CIDEFI 242 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I

CIDEFI 246 Grisaceo con parches Marroén verdoso-rojizo I

CIDEFI 247 Grisaceo con parches Marrén verdoso-rojizo I

CIDEFI 248 Grisaceo con parches Marroén verdoso-rojizo I

CIDEFI 200 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro II
CIDEFI 207 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro II
CIDEFI 210 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro II
CIDEFI 211 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro II
CIDEFI 212 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro II
CIDEFI 215 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 222 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 225 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 227 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 233 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 236 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 238 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 245 Amarillento con parches Amarillento, rojo al centro I
CIDEFI 201 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular I
CIDEFI 203 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular 11
CIDEFI 213 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular I
CIDEFI 217 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular 11
CIDEFI 218 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular III
CIDEFI 221 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular 11
CIDEFI 224 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular III
CIDEFI 237 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular 11
CIDEFI 239 Blancuzco y grisdceo Similar al medio sin inocular III
CIDEFI 240 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular 11
CIDEFI 241 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular III
CIDEFI 243 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular 11
CIDEFI 244 Blancuzco y grisaceo Similar al medio sin inocular 111

Adicionalmente, cuando esporularon, los aislamientos se caracterizaron en base a la
morfometria de su sistema conidial. Todos los que esporularon diferenciaron conidioforos
dematidceos y percurrentes, con una célula conididgena apical bulbosa tipica en forma de copa
(6,9-8,6 um de ancho, datos no mostrados), de color pardo intenso y conidios acrdgenos,
muriformes, oblongos, generalmente puntiagudo o con &pice ligeramente redondeado, una base
fuertemente redondeada y notables cicatrices basales, solitarios, de color pardo oscuro hacia

anaranjado y provistos de tres constricciones principales y pared generalmente rugosa o lisa (Figura
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2.4). Las dimensiones de los conidios variaron en el siguiente rango: 24-72 um % 12-19,2 um y la
relacion largo-ancho comprendida entre los siguientes valores: 2,24 - 4,06.

En la Figura 2.7 se observan las caracteristicas morfométricas de los conidios (n=50),
longitud y ancho de los mismos. En cuanto al ancho de los conidios no se observaron diferencias
significativas entre los diferentes aislamientos. En lo que respecta a la longitud de los conidios
existen 3 grupos que se diferencian estadisticamente entre si; en el primero, los aislamientos
CIDEFI 207 y CIDEFI 230 se diferencian de los aislamientos CIDEFI: (217, 221, 203, 248, 236,
215, 238, 225, 243, 214, 246, 220) (p<0,05). Existe un segundo grupo donde los aislamientos
CIDEFI 212 y 216 se diferencian de los aislamientos CIDEFI: (248, 236, 215, 238, 225, 243, 214,
246, 220) (p<0,05). Finalmente, el aislamiento CIDEFI 213 se diferencia de dos aislamientos:
CIDEFI 246 y 220 (p<0,05).

En lo que respecta a la longitud de los conidios existen 3 grupos que se diferencian

estadisticamente entre si como se observa en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Caracteristicas morfométricas de los conidios. (A) Longitud y B) ancho de los conidios (*p<0,05; ANOVA de un factor
y Test de Tukey a posteriori).
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En base a los resultados descriptos y considerando la bibliografia de referencia sefialada, por
las caracteristicas morfométricas de los conidios analizados (nimero de constricciones, longitud y

relacion largo-ancho) los aislamientos estudiados coinciden con la especie S. lycopersici.

2.3.3. Analisis molecular de aislamientos seleccionados utilizando ITS como marcador.

Se realizé la extraccion y cuantificacion del ADN de los aislamientos CIDEFI 210, 212 y
216 (Figura 2.8).
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Figura 2.8. (A) ADN gendmico extraido de los aislamientos aplicado en un gel de agarosa 0,70 % p/v tefiido con Bromuro de Etidio.

(B) Fragmentos ITS amplificados de los aislamientos aplicado en un gel de agarosa al 1 % p/v, tefiido con Bromuro de Etidio.

Se logré amplificar el ITS de los 3 aislamientos por PCR empleando el ADN gendémico de
cada uno de ellos como molde y los cebadores ITS1 e ITS4 (Figura 2.8). En todos los casos se
obtuvo un amplicén de aproximadamente 570 pb que se secuencid y se analizé utilizando la
herramienta Blast (NCBI) y que mostrd un 100 % de homologia entre los 3 aislamientos analizados

y con varios representantes del género Stemphylium, incluyendo a S. lycopersici (AF442791.1).
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CIDEFI 210
Stemphylium subglobuliferum straln HSAUP_XFO0140igh|AY 751454 1)
Stamphylium sp. SK4PW5SG1|ghlEUB0TS38,1|
Stemphylium sp. dzdj5igh|FJ949083.1
6 | Stemphylium nabarli strain SN22 |gh|AY372679.1|
Stemphylium lycopearsicl NO 425|gb|AF442791.1|
Stemphylium solani|gb|AF426738.1|

CIDEFT 216
100

CIDEFI 212
Stemphylium solani strain SS51|ghlAF203451.1)

Pleospora herbarum strain BLEZ20jemb|FNB8GB4ST 1
Stemphylium botryosum isolate ICMP 5620-77|embiY17068.1|

06 | Stemphylium vesicarium strain EPS26 |gh|GUDES5719.1|
Stemphylium herbarum |gh|GUSB4954 1|

Stemphylium vesicarium strain ISPaVe 1999jemblAMT46023 1|

Stemphylium vesicarium strain ISPaVe 1997 lemblAMT46022 1|
Stemphylium vesicarium straln ATCC 18521

100 | Altermaria altermnatalgh|AF071346 .2
—‘ Alternaria alternata isolate Al1jemb|AJ437299.1|
100 Ulocladium botrytis strain UB271gh|AY372680.1|
—n; Ulocladium atrum strain UA36|gbjAY 372683 1
Bipolaris australs|gb|AFD81448 1|

— Setosphaeria minorigh|AF071341.1|
oo — Setosphaeria rostratalgh|AF071342.1|

0 D0k

Figura 2.9. Arbol filogenético de Stemphylium inferido a partir del analisis de las secuencias de la regién del rDNA de los
aislamientos y cepas de referencia comprendiendo el extremo 3" de la region ITS 1, ITS 2, la subunidad 5,8S y el extremo 5° de la

subunidad 28S; utilizando el método Neighbor-joining.

El arbol filogenético (Figura 2.9), construido utilizando la secuencia del ITS, mostré que los
3 aislamientos CIDEFI analizados se ubicaron en clados correspondientes al género Stemphylium
que quedo segregado de las secuencias correspondientes a representantes de los géneros Alternaria
y Ulocladium. Dentro del género Stemphylium se observd que los aislamientos CIDEFI 210,
CIDEFI 212 y CIDEFI 216 se ubicaron asociados a un clado que incluy6d también secuencias

correspondientes a a S. [ycopersici, S. nabarii, S. solani 'y S. subglobuliferum.

2.3.4. Caracterizacion fisiologica de aislamientos seleccionados.

2.3.4.1. Analisis del efecto del medio de cultivo sobre el aislamiento CIDEFI 216.

Aunque el aislamiento CIDEFI 216 fue capaz de crecer sobre los diferentes medios

analizados, algunas diferencias fenotipicas fueron detectadas (Figura 2.10 y Tabla 2.3).
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Figura 2.10. Efecto del tipo de medio de cultivo sobre el aislamiento CIDEFI 216 a los 7 dias de incubacion en oscuridad y a 25°C.

Tabla 2.3. Efecto del tipo de medio de cultivo agarizado sobre las colonias del aislamiento CIDEFI 216.

Medio de cultivo Caracteristicas de las colonias Grupo'
diferenciadas
Medio extracto de Aterciopelada de color amarillo muy claro GI
Cebada con el borde més palido casi blanco. Los

bordes irregulares.

Medio extracto de Aterciopelada, con parches blanquecinos.  GI, coloracion
Lenteja Coloracion blanco en el centro y un gran  del medio muy
anillo gris en la periferia. rojiza
Medio extracto de Afieltrada con una coloracion blanca- GI, con poca
Garbanzo rosada-grisacea, no identificandose una  coloracion del
zonificacion clara, con bordes medio

notablemente irregulares

APG Aterciopelada, de color gris claro y GI, menor
oscuro, zonas marrones, con parches coloracion en
rosados y blancos. Con bordes irregulares el medio
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V8 Aterciopelada, con dos zonas delimitadas GI
gris oscuro en la parte externa y rosada en
la central, con parches blancos. Con
bordes regulares

Medio extracto de Existe una zona extensa gris oscura-negro, GIII
Tomate con una regién central casi blanco. Borde
regular
Medio extracto de Existen zonas incoloras desde el disco GIII,
Malta inicial ubicado en el centro de la placa. decoloracion
del medio

"El Grupo (I, 11 o III) hace referencia a lo establecido en el apartado 2.3.2.
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Figura 2.11. Efecto del tipo de medio de cultivo sobre el crecimiento del aislamiento CIDEFI 216 durante 7 dias de incubacion en
oscuridad y a 25°C. (**p<0,01; ****p<0,0001; ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori. Cada fecha de muestreo fue

comparada en forma independiente. Los asteriscos representan diferencias significativas entre V8 y el resto de los medios de cultivo).

La Figura 2.11 muestra que el menor crecimiento se obtuvo con el medio suplementado con
extracto de cebada (5,48 cm) y extracto de garbanzo (6,03 cm). El mayor crecimiento se obtuvo con
el medio V8, diferencidndose estadisticamente del resto de los utilizados en este ensayo desde el dia

2 (p<0,01) y desde el dia 3 en adelante la diferencia es atin mayor (p<0,0001). Entre un 20-35 %
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menos crecieron los distintos medios de cultivo en relacion al V8. El medio extracto malta tuvo un
buen crecimiento, pero como se observdé modificando notablemente las caracteristicas generales del
hongo y su pigmentacion. El medio de APG tuvo un buen crecimiento, pudiendo ser utilizado para
su conservacion durante largos periodos de tiempo, ademas de ser menos costoso que otros
sustratos evaluados y de utilizarse comunmente como un medio de rutina para el trabajo en el
laboratorio.

También se analizaron las caracteristicas morfometricas de los conidios diferenciados sobre
cada medio. Aunque en la mayoria de los medios testeados se recuperaron conidios, el micelio

sobre el medio extracto de malta no diferencid conidios en el tiempo analizado (Tabla 2.4)

Tabla 2.4. Caracteristicas morfométricas de los conidios (n:50) diferenciados por el aislamiento CIDEFI 216 creciendo sobre los

diferentes medios de cultivo analizados.

Medio de cultivo Relacion (I)/(a) Constricciones
transversales
Medio extracto de Cebada 2,88 £0,41 2,62 +£0,62
Medio extracto de Lenteja 2,90 + 0,58 2,68 £0,51
Medio extracto de Garbanzo 2,63 + 0,50 2,58 +£0,50
APG 2,67 +0,59 2,56+ 0,53
V8 2,59+ 0,47 2,62 £0,53
Medio extracto de Tomate 3,38+0,58 2,84 +0,46

*Valor medio

® Desvio estandar

(1) Largo del conidio

(a) Ancho del conidio

Relacion (1)/(a): Relacion largo/ancho del conidio

En la Figura 2.12 se observa como la longitud de los conidios es diferente estadisticamente
cuando el hongo fue cultivado en el medio de cultivo extracto de Cebada donde presenta los valores
mas bajos en relacion al medio extracto de Lenteja, V8, APG, medio extracto de Garbanzo y medio
extracto de Tomate, con reducciones respecto a estos que van desde el 24 al 50% (p<0,0001).
También, cuando se cultivd el hongo en el medio de cultivo extracto de Lenteja fue distinto

comparado con el cultivo en APG, extracto de Garbanzo y extracto de Tomate con reducciones
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respecto a estos del 13 al 20 % (p<0,001). En relacion al ancho de los conidios, en el medio de
cultivo a base de extracto de Cebada también el hongo mostré conidios diferenciados, los cuales
presentaron el valor més bajo siendo estadisticamente diferentes de aquellos recuperados de los
cultivos sobre el resto de los sustratos, con reducciones del 24 al 54 % (p<0,0001). Cuando el
hongo creci6 en los medios a base de un extracto de Lenteja y Tomate, se diferencio en relacion a

cuando crecio en V8, APG y en medio extracto de Garbanzo (p<0,0001).
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Figura 2.12. Caracteristicas morfométricas de los conidios diferenciados por el aislamiento CIDEFI 216 cuando crecieron sobre

diferentes medios de cultivo. (A) Longitud y B) ancho de los conidios. (***p<0,001; ****p<0,0001; ANOVA de un factor y Test de

Tukey a posteriori).

En el caso de los conidios que se diferenciaron en el medio a base de extracto de Cebada,
estos presentaron dimensiones menores con relacion a los limites reportados en la bibliografia. En
el medio a base de extracto de Tomate, los conidios diferenciados alcanzaron una relacion

largo/ancho de 3,38, siendo inferior a 3 en los conidios recuperados de los otros medios analizados.

2.3.4.2. Sintesis de metabolitos secundarios.

Se analiz6 el perfil metabdlico de 20 aislamientos cuando €stos se cultivaron en el medio
DRYES (en el Anexo estd el perfil de todos los aislamientos). El espectro de metabolitos

sintetizados por los hongos consistid en una serie de 15-20 picos principales que incluyeron tanto
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compuestos conocidos como unos aun sin resolucion (Figura 2.13). Aunque los perfiles variaron
entre los aislamientos, se detectaron 23 picos principales que se identificaron por comparacion con
estandares y compuestos disponibles en bases de datos (Figura 2.14). La estructura quimica de los
principales metabolitos sintetizados por los aislamientos se presenta en la Figura 2.14. Infectopirona
fue el metabolito sintetizado por el mayor nimero de aislamientos (85%), seguido de la
Phomapirona-A, que fue producida por el 75% de los aislamientos, y por stempirona (65%),
stemfilina (sindnimo: altersolanol A) y stemphol (55%). Diferentes altersolanoles, alterporrioles y
otras phomapironas también fueron sintetizados por varios aislamientos (Figura 2.15). EI 100% de
los aislamientos fue capaz de sintetizar alguno de los metabolitos estudiados y en la mayoria de los
casos varios de ellos de forma simultanea. El 50% de los aislamientos produjo entre 1 y 5 de los
metabolitos estudiados, el 35 % entre 6 y 10 y el 15 % de los aislamientos produjo simultaneamente
entre 11 y 15 de los metabolitos analizados. Los aislamientos CIDEFI 214 y CIDEFI 216 son los
que produjeron la mayor cantidad de metabolitos; ambos 15, seguidos de CIDEFI 221 y CIDEFI
227 con 12 y 10 respectivamente (Figura 2.16).
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Figura 2.13. Perfil modelo de metabolitos (cromatograma HPLC-MS), en este caso del aislamiento CIDEFI 214. (1) Stemphylina,
(2) Alterporriol D, (3) Acido pirenocaetico A, (4) Stemphypirona, (5) Deoxyuvidina, (6) Phomapirona D, (7) Infectopirona, (8)
Alterporriol G, (9) Albrasitriol, (10) Macrosporina, (11) Phomapirona A, (12) Stemphol, (13) 7-Oxo-brefeldina, (14) Brefeldina A y
(15) Brasicadiol.
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Figura 2.14. Estructura quimica de los metabolitos secundarios mas cominmente sintetizados por los aislamientos analizados.
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Figura 2.15. Perfil de produccion porcentual de metabolitos secundarios por los aislamientos CIDEFI estudiados.
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Figura 2.16. Numero de metabolitos secundarios sintetizados por aislamientos CIDEFI.

2.3.4.3. Analisis del efecto del estrés hidrico sobre el crecimiento y la pigmentacion del

aislamiento CIDEFI 216.

Como se observa en la Figura 2.17 a a,, menor hay un menor crecimiento. Se evidencié un
orden desde actividad ay, (Control, 0.98) hacia el menor (0.93) acorde con la mayor concentracion

de NaCl en el medio de cultivo.
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Figura 2.17. Efecto del NaCl sobre el crecimiento de Stemphylium CIDEFI 216. (A) Vista general de los cultivos sobre medio APG

(cuya @y es 0,999; control) y suplementado con diferentes concentraciones de NaCl alcanzando ay de 0,98; 0,95 y 0,93. (B) Efecto
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de la @y, del medio de cultivo respecto al crecimiento sobre medio APG, después de 7 dias de incubacion a 25 ° C y en oscuridad

(**+*p<0,0001; ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori).

Se observaron diferencias significativas en todas las ay, evaluados, el mayor porcentaje de
reduccién se obtuvo con una a, de 0,93; el cual fue de una baja de 40 % repescto al control
(p<0,0001) (Figura 2.17.B). Cuando al medio APG (control) se suplement6 con glicerol (osmolito

no i6nico) se obtuvieron resultados similares (Figura 2.18) al uso de NaCl.
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Figura 2.18. Efecto del Glicerol sobre el crecimiento de Stemphylium CIDEFI 216. (A) Vista general de los cultivos sobre medio

APG (cuya ay agua es 0,999; control) y suplementado con diferentes concentraciones de Glicerol alcanzando una ay, 0,98; 0,95 y

0,93. (B) Efecto porcentual de la @y, del medio de cultivo respecto al crecimiento sobre medio APG, después de 7 dias de incubacion

a 25 ° Cy en oscuridad (****p<0,0001; ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori).

En la Figura 2.18 se observaron diferencias significativas en todas las a, evaluadas.
Comparando respecto al NaCl el mayor porcentaje de reduccion que se obtuvo con una a,, de 0,93
fue mas drastico, el cual fue de una baja mas notoria, cercano al 20 % respecto al control
(p<0,0001) (Figura 2.18.B).

Puesto que el hongo crecia a un ay, de 0,93 cuando se evalu6 NaCl, se ensayé un rango
mayor de ay, incluyendo los siguientes valores; 0,93; 0,9; 0,85 y 0,8. No obstante, por debajo de
0,93 no se detectd crecimiento del aislamiento CIDEFI 216. Cuando se evaluo el soluto KCI, los
resultados obtenidos fueron similares a los alcanzados cuando se utilizo NaCl, con una reduccion en
la ay, de 0,93 en el crecimiento en torno al 34 %. En este caso, el aislamiento CIDEFI 216 continu6

creciendo a 0,90 de a,, aunque recién al tercer dia del ensayo, con una reduccion del 22 % respecto
al testigo (Figura 2.19 y 2.20).
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Figura 2.19. Efecto del NaCl sobre el crecimiento de Stemphylium CIDEFI 216. Efecto porcentual de la ay del medio de cultivo

respecto al crecimiento sobre medio APG, después de 7 dias de incubacion a 25 ° C y en oscuridad (****p<0,0001; ANOVA de un
factor y test de Tukey a posteriori).
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Figura 2.20. Efecto del KCl sobre el crecimiento de Stemphylium CIDEFI 216. Efecto porcentual de la yw del medio de cultivo

respecto al crecimiento sobre medio APG, después de 7 dias de incubacion a 25 ° C y en oscuridad (****p<0,0001; ANOVA de un

factor y test de Tukey a posteriori).

También se evalud el efecto del NaCl y del glicerol suplementado al medio de cultivo sobre
la pigmentacion superficial de los cultivos y los cromoforos solubles en FAA. Aunque para los dos
tipos de solutos utilizados se observaron espectros similares de los cromo6foros solubles en FAA,

ellos variaron en su perfil de acuerdo a la concentracion de soluto utilizada (Figura 2.21).
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Figura 2.21. Efecto de un rango de ay, en el medio APG generados a partir de la suplementacion de NaCl (A) y glicerol (B) sobre el

perfil espectrofotométrico UV-visible de una fraccion FAA de los croméforos del aislamiento CIDEFI 216.

Se observo que el incremento de sal genera un perfil diferente. En todos los casos se observo
un maximo de absorbancia alrededor de los 260-270 nm, el cual se mantiene en ese rango con el
agregado de los diferentes solutos. Por otro lado, el tratamiento control presentd otro pico
(notablemente menor que el anterior) de absorbancia a 440 nm el cual disminuye a medida que se
aumenta la concentracion de los solutos.

Se determind también la pigmentacion de las colonias sobre la base de los componentes del
color a través de las dos metodologias a) composicion del color electronica: R (rojo), G (verde) y B
(azul) y b) método de impresion en color, CYMK (cian, amarillo, magenta y negro).

La coloracion superficial roja de las colonias fue reducida por ambos osmdlitos, en el caso
del NaCl tal comportamiento se observa unicamente en la zona media (Figura 2.22), mientras que

en el caso del Glicerol se da notoriamente en la zona media e interna.
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Figura 2.22. Efecto del NaCl en los componentes del color, a través de la composicion del color electronica sobre el crecimiento de
colonias de Stemphylium (CIDEFI 216) en medio basal (control; 0,999) y en medio suplementado con diferentes concentraciones

después de 7 dias de incubacion. Componentes R (rojo), G (verde) y B (azul). Sector E (externo), M (medio) e I (interno). (*p<0,05;
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**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001; ANOVA de un factor y Test de Tukey a posteriori).

El componente G y B en la zona externa aumenta respecto al Testigo, para todos los

tratamientos (p<0,0001).

que en las a,, menores es remplazado por otro de color rojizo. Mientras que para los colores G

disminuye respecto al Testigo en la zona media e interna y en el caso de G no son tan notaria las

En el caso del Glicerol la zona externa de la colonia presentaba un halo de color gris oscuro,

diferencias (Figura 2.23).
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Figura 2.23. Efecto del Glicerol en los componentes del color, a través de la composicion del color electronica sobre el crecimiento

de colonias de Stemphylium (CIDEFI 216) en medio basal (control; 0,999) y en medio suplementado con diferentes concentraciones

después de 7 dias de incubacion. Componentes R (rojo), G (verde) y B (azul). Sector E (externo), M (medio) e I (interno). (*p<0,05;

**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001; ANOVA de un factor y Test de Tukey a posteriori).
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Figura 2.24. Efecto del NaCl en los componentes del color, a través del método de impresion en color sobre el crecimiento de
colonias de Stemphylium (CIDEFI 216) en medio basal (control; 0,999) y en medio suplementado con diferentes concentraciones
después de 7 dias de incubacion. Componentes C (cian), Y (amarillo) y M (magenta) y K (negro). Sector E (externo), M (medio) e I

(interno). (*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001; ANOVA de un factor y Test de Tukey a posteriori).

En los tratamientos el componente K del color aumentd con el glicerol para las zonas (M)
media e (I) interna y se mantuvo estable con el NaCl, los otros componentes si bien mostraron
diferencias significativas, se mantuvieron relativamente estables sin mostrar diferencias en la

expresion biologica de las colonias del hongo (Figura 2.24 y Figura 2.25).
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Figura 2.25. Efecto del Glicerol en los componentes del color, a través del método de impresion en color sobre el crecimiento de
colonias de Stemphylium (CIDEFI 216) en medio basal (control; 0,999) y en medio suplementado con diferentes concentraciones
después de 7 dias de incubacion. Componentes C (cian), Y (amarillo) y M (magenta) y K (negro). Sector E (externo), M (medio) e I

(interno). (*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001; ANOVA de un factor y Test de Tukey a posteriori).

Se observo como el estrés osmotico alterd el crecimiento y la sintesis de pigmentos en el
aislamiento CIDEFI 216 de Stemphylium, observando el efecto de cada soluto (NaCl y Glicerol), en

los distintos componentes evaluados.

2.3.4.4. Analisis de la severidad foliar causada por el aislamiento CIDEFI 216 frente a

diferentes cultivares de tomate.

En la evaluacion de la severidad de la “mancha gris de la hoja de tomate” con los 6
cultivares comerciales utilizados se observaron diferencias en el comportamiento de los mismos
frente al aislamiento CIDEFI 216. Se observé que los cultivares podrian agruparse en tres grupos,
en primer lugar los cultivares Torry y Elpida fueron los més susceptibles, los que presentaron un
mayor numero de manchas totales en las plantas. Por otro lado, un segundo grupo de cultivares:
Tierno y TL 42524 mostraron menos susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad, ya que

presentaron un menor numero de manchas totales en las plantas. Finalmente, el ultimo grupo,
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compuesto por los cultivares Sivinar y Keitor, se comportaron como resistentes, presentando solo
un nivel basal de sintomatologia no registrado (Figura 2.26).

En la primer fecha de evaluacion el cultivar TL 42524 tuvo un porcentaje de reduccion del
72 % (p<0,01) comparandolo con Torry y 70 % (p<0,01) en relacion a Elpida. Mientras que con
Tierno las diferencias fueron mayores atn, 91% (p<0,01) en relacion a Torry y Elpida. En la
segunda y tercera evaluacion ocurrio exactamente el mismo patrén, con porcentajes de reduccion de

la enfermedad muy similares.
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Figura 2.26. (A) Evolucion de la severidad del aislamiento CIDEFI 216 frente a diferentes cultivares de tomate (**p<0,01;
***n<0,001; ANOVA de un factor y Test de Tukey a posteriori. Cada fecha de evaluacion fue comparada de forma independiente).
(B) Vista de la hoja completa de los cultivares que resultaron mas susceptibles y de plantas sin inoculacion (testigo), y detalle del

foliolo afectado a su derecha.

2.3.4.5. Analisis del rango de hospedantes potenciales del aislamiento CIDEFI 216.

Todas las especies inoculadas han desarrollado la sintomatologia tipica de la “mancha gris
de la hoja” coincidiendo con la descripcion anteriormente mencionada: el desarrollo de pequeias
manchas ligeramente angulares (y circulares), algo deprimidas, de 2-10 mm de didmetro,
inicialmente pardas, marrén claro a marréon oscuro, grisaceas, siendo el centro de las manchas de
color mas claro (gris), el cual no logré desprenderse del tejido circundante (autotomia) y presentd

en algunas oportunidades un halo amarillento (Figura 2.27).
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Figura 2.27. Rango de hospedantes. (A) Se observa en vista general el pimiento y detalles de las hojas desarrollando la

sintomatologia tipica. (B) Hojas de porotos sanas y mostrando sintomas luego de ser inoculadas con el aislamiento CIDEFI 216.

2.3.4.6. Bioensayo de la habilidad del aislamiento CIDEFI 216 para colonizar frutos de

tomate.

Aunque se realizaron diferentes inoculaciones del aislamiento CIDEFI 216 sobre frutos de
tomate cv. Elpida, previamente acondicionados, solo en los tratamientos disco de papel y discos de
micelio se observd la colonizacion miceliar del fruto, no observandose cuando se aplicé una

pulverizacion directa de conidios (Fig. 2.28).

Figura 2.28. Efecto de la inoculacion del aislamiento CIDEFI 216 sobre frutos de tomate cv. Elpida acondicionados; (A)
pulverizacion directa de una suspension de conidios a una concentracion 1 x 10%/mL (B) aplicacion de un disco de papel de filtro
humedecido (5 mm de diametro) e impregnado con la suspension de conidios CIDEFIa una concentracién de 1 x 10%mL; (C)

aplicacion de un disco de cultivo agarizado sobre una herida generada en el fruto; (D) testigo sin inocular.
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2.4. DISCUSION

El presente trabajo conforma una de las primeras estimaciones de la diversidad presente en
las poblaciones de Stemphylium como patogenos del cultivo de tomate en Argentina, implicando
una base de coleccion de aislamientos para realizar futuros estudios de caracterizacion mas
completos de las poblaciones existentes del hongo.

Se pudo constatar que el progreso de la enfermedad se dio en ambos sentidos (desde las
hojas superiores a las mas inferiores) predominando el progreso de la enfermedad en sentido
ascendente, desde la parte inferior de la planta coincidiendo con varios reportes (Rotem & Bashi
1977; Obregén 2014).

Los aislamientos presentaron las caracteristicas indicadas para el género Stemphylium. Existio
una gran variabilidad en las caracteristicas de las colonias y del sistema conidial del conjunto de los
aislamientos, lo que también ya ha sido reportado en distintos trabajos (Wang et al. 2009; Pei et al.
2010). En lo referido a las colonias coincidieron con las caracteristicas descriptas; el color presentd
una gran variabilidad desde el gris, blanco y amarillo con parches blancos y rosados o sin ellos, con
coloracion del medio o sin producirlo (Wiltshire 1938). El crecimiento de los diferentes
aislamientos también fue muy variable acorde con la bilbiografia (Mehta 2001; Camara et al. 2002;
Hosen et al. 2009; Pei et al. 2010). Por su parte las caracteristicas del sistema conidial son acordes
con lo planteado por los autores de referencia en la tematica (Weber 1930; Simmons 1969; Ellis
1971; Simmons 1985, 1989, 2001), destacando lo conididéforos dematidceos y percurrentes, con
una célula conididgena apical bulbosa tipica en forma de copa y conidios muriformes con apice
conico y constrictos en los tres septos transversos mayores, relacion largo:ancho 3:1 o mayor (Ulloa
& Hanlin 2006; Woudenberg et al. 2017).

Considerando la numerosa bibliografia en la que se menciona el uso de ITS para determinar
especies del género Stemphylium (Camara et al. 2002; Inderbitzin et al. 2009; Wang et al. 2009; Pei
et al. 2010; Wu et al. 2010; Woudenberg et al. 2017) es que se incluyd en el presente trabajo,
quedando para un futuro completar la caracterizacion molecular con una secuencia de gpd
(Gliceraldehido 3-fostato Deshidrogenasa) (Franco et al. 2017c; Franco 2019). En el arbol
filogenético se observo una clara delimitacion de los representantes pertenecientes al género
Stemphylium, que incluyo a los aislamientos CIDEFI 210, CIDEFI 212 y CIDEFI 216, separado de

los géneros Alternaria 'y Ulocladium.
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Sin embargo, aunque por las caracteristicas descriptas pudimos identificar a los
aislamientos como Stemphylium sp., es necesario marcar la gran variabilidad que existe en lo que
refiere a la caracterizaciéon morfoldgica, en general debido a la propia variacion genética como asi
también a ligeras modificaciones en las condiciones de cultivo; temperatura, luz, valores intrinsecos
del medio de cultivo como pH, entre otras (Mehta 2001; Camara et al. 2002; Kim et al. 2004;
Hosen et al. 2009). Es necesario profundizar en este tipo de estudios y obtener mayor informacion
en estos aspectos para poder establecer relaciones filogenéticas entre especies asi como posibles
patotipos (Sofi et al. 2013).

El aislamiento CIDEFI 216 pudo crecer satisfactoriamente en los diferentes sustratos
evaluados. En los medios de extracto de Tomate y extracto de Malta varia notablemente la
pigmentacion, en los que menor crecimiento tuvo fue con los medios de extracto de Cebada y
extracto de Garbanzo; mientras que el mayor crecimiento se obtuvo con el medio V8. En el medio
de APG tuvo un buen crecimiento, y con las ventajas que tiene de ser utilizado habitualmente como
un medio de rutina para el trabajo en el laboratorio. En estudios con S. botryosum utilizando los
medios V8 y APG observaron similares coloraciones en las colonias del hongo (Rotem ef al. 1966).
En el medio de cultivo a base de malta tuvo un buen crecimiento, pero modificando notablemente
las caracteristicas generales del hongo y su pigmentacion. En ensayos realizados con S. botryosum
encontraron resultados similares en los cambios de coloracion de las colonias y un mejor
crecimiento en medio de cultivo a base de Lenteja (Hosen 2011). A pesar de que hubo ligeras
modificaciones, se mantienen las caracteristicas morfometricas de S. lycopersici en los distintos
medios de cultivo analizados.

En lo referido al analisis del perfil de metabolitos secundarios de Stemphylium Andersen et
al. (1995) realizaron un primer intento de caracterizar el perfil de metabolitos secundarios de las
especies del género mediante HPLC y cromatografia en capa fina. Trabajaron con S. botryosum, S.
herbarum, S. alfalfae, S. majusculum, S. sarciniforme, S. vesicarum; detectando cinco metabolitos
principales; stemphylin, stemphyloxin II, stemphyperylenol y stemphol. Las técnicas analiticas
modernas, seguidas de un andlisis automatizado de los datos, permiten la seleccion rapida de
extractos y la identificacion de picos cromatograficos correspondientes a compuestos conocidos.
Este enfoque se ha aplicado para determinar el perfil de metabolitos de Stemphylium de los
aislamientos CIDEFI obtenidos de hojas de tomate. La estandarizacion de las condiciones de
cultivo permite la comparacidon con otras obras, el medio DRYES se ha utilizado anteriormente
como medio de cultivo para el estudio de Stemphylium asi como para Alternaria y géneros

relacionados (Andersen et al. 2005, 2015). Se inform6 sobre la produccidon de infectopirona por S.
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eturmiunum y que también se puede acumular en tomates mohosos(Andersen & Frisvad 2004). En
el presente trabajo, y en concordancia con los trabajos de (Medina et al. 2021a, b) este compuesto
fue producido por 17 de los 20 aislamientos analizados. Los otros compuestos principales
encontrados se mencionan previamente en la literatura, producidos por diferentes especies de
Stemphylium (Barash et al. 1975; Andersen et al. 1995; Debbab et al. 2009). Se observo la
capacidad de producir phomapyrone A por 15 de 20 aislamientos, y otras phomapyrones (C, D, F y
G) en una proporciéon menor. Estos metabolitos, producidos por Phoma y Alternaria no se han
aislado de Stemphylium hasta ahora (Pedras & Chumala 2005).

Curiosamente, otros metabolitos que se sabe que son producidos por S. lycopersici, como la
macrosporina y la estempiloxina I fueron biosintetizados por un bajo niimero de aislamientos en el
presente trabajo. Compuestos como la desoxuvidina, la desoxuvidina B, el albrassitriol, la cianina,
el brassicadiol, la 7-oxo-brefeldina y el acido pirenocético A se han aislado de otros géneros de
hongos (Alternaria, Aspergillus, Penicillium) pero no de Stemphylium hasta ahora (Andersen et al.
2015). La toxicidad de muchos de estos metabolitos en animales y humanos aun se desconoce, y se
han realizado algunos estudios en lineas celulares o microorganismos. La mayoria de estos
compuestos presentan fitotoxicidad conocida y se sospecha que estan involucrados en el mecanismo
de la enfermedad, ya que muchos reproducen los sintomas causados por el microorganismo
patégeno cuando se aplican en hojas y frutos de varias plantas (Barash er al. 1975; Breiman &
Barash 1976; Barash 1982; Trigos et al. 2011).

El estrés osmotico altera el crecimiento de los microorganismos (Cervantes-Garcia et al.
2003), incidiendo en la sintesis de pigmentos. Como se menciond, las caracteristicas morfologicas
en la identificacion de microorganismos, en particular Stemphylium spp. varian segiin el ambiente
circundante, por lo que modificaciones en el potencial osmdtico de las condiciones de cultivo
originaron cambios en las caracteristicas de las colonias del hongo.

El incremento de sal gener6 un perfil diferente, se observé un méaximo de absorbancia
alrededor de los 260-270 nm, el cual se mantiene en ese rango con el agregado de los diferentes
solutos, aunque disminuye el pico de absorbancia, indicando que el hongo deja de sintetizar una
sustancia de color amarillo. Es decir que, en ausencia o muy baja cantidad de sal, el aislamiento
produce una sustancia que absorbe en la regién amarilla, y que esta no se produce a altas
concentracion de sal. En cambio, en otro estudio se determind un cambio de picos de absorbancia
con el agregado de sal (NaCl al 6,8,10 y 12%), de la regioén naranja (410 nm) a la region roja (440
nm) (Babitha er al. 2007). Los factores ecofisiologicos afectan el crecimiento de los

microorganismos y de los hongos en particular (Astoreca et al. 2009), se han reportado situaciones
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de estrés con diversos potenciales agua como sefiala la siguiente revision (Duran et al. 2010) que
afectan los parametros de medios de cultivo, por ejemplo se vio afectado el crecimiento en
Fusarium mediante el agregado de NaCl, KCl y sacarosa (Lira-Méndez et al. 2006). En el presente
trabajo, cuando se compara el glicerol respecto al NaCl, el mayor porcentaje de reduccion se obtuvo
con una ay, de 0,93 siendo mas drastico para el soluto no ionico que para la sal. Los solutos
presentes en el medio de cultivo atrapan moléculas de agua y no los dejaran disponibles para el
hongo(Lira-Méndez et al. 2006), entonces los hongos tienen que gastar energia para obtener
moléculas de agua del medio y asi equilibrar el potencial hidrico del citoplasma respecto al
ambiente circundante, por lo que se ve afectada la tasa de crecimiento de las colonias en
condiciones in vitro (Jennings &(o actividad agua,) de Burkef 1990).

Considerando el NaCl las a,, menores a 0,9 no permitieron que crezca nunca el aislamiento
CIDEFI 216, cuando se evalu6 el soluto KClI los resultados fueron similares, aunque permitié crecer
con a, menores a dicho valor. Cuando se utilizaron ay, similares ninguno de los 20 hongos
estudiados pudieron crecer en el medio de cultivo suplementado con NaCl (Gleason ef al. 2006). En
el caso del Glicerol, también a medida que aument6 la concentracion de soluto disminuy6 el
crecimiento de manera similar a lo reportado (Giorni ef al. 2008; Aguirre et al. 2009; Alam et al.
2010), este efecto que fue mas intenso que con NaCl podria estar potenciado por la capacidad de los
hongos de sintentizar de novo glicerol en respuesta al estrés osmotico y el desvio de carbono
asimilable para la regulacion osmética en detrimento al crecimiento de la biomasa del hongo
(Tijerina-Ramirez et al. 2014; Martinez-Villarreal et al. 2016). No obstante, no hay datos si las
especies de Stemphylium han sido reportados que sinteticen glicerol bajo condiciones de estrés. En
general los componentes del color (Dorado et al. 1999) se mantuvieron relativamente estables,
exceptuando el color R rojo de las colonias que fue reducido por ambos osmolitos, en el caso del
NaCl dicho comportamiento se observa tnicamente en la zona media mientras que en Glicerol se da
notoriamente en la zona media e interna. Por su parte el componente K del color aumentd con
glicerol y se mantiene estable con NaCl. De esta forma se puede observar como se modifica la
sintesis de pigmentos en el aislamiento CIDEFI 216 de Stemphylium.

En los ensayo de severidad de los 6 cultivares comerciales utilizados se observaron
diferencias en el comportamiento de los mismos frente al aislamiento CIDEFI 216. Cultivares mas
susceptibles, los que presentaron un mayor nimero de manchas totales en las plantas; otros que
mostraron un comportamiento tolerante, y finalmente, otros que se comportaron como resistentes,
presentando un nivel de enfermedad casi nulo. Es importante poder incorporar nuevas fuentes de

resistencia al patdogeno, para los cultivares ampliamente difundidos que no la presenten, como asi
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también porque podrian aparecer nuevas razas, por lo que estudios como los realizados en Brasil
(Reis & Boiteux 2006c; Domingues 2012) de evaluacion e incorporacion de materiales son
necesarios en nuestro pais.

En lo referido a los ensayos sobre rango de hospedantes, el aislamiento evaluado de CIDEFI
216 ocasion6 la sintomatologia tipica de la “mancha gris de la hoja”, coincidiendo con Ia
descripcion anteriormente mencionada (Domingues 2012), en todas las especies botanicas
evaluadas: berenjena, morrén, zapallo, zapallito redondo, pepino, maiz dulce, poroto, lechuga y
ricula. En contraposicion con estos resultados, se inocularon con S. botryosum mas de 15 especies
botanicas y solamente el haba desarrolld la enfermedad (Koike & Henderson 2001). En el caso de
estudios llevados adelante en distintos materiales emparentados con el tomate, se encontraron
diferencias en la susceptibilidad y resistencia de los mismos (Reis & Boiteux 2006a; de Miranda et
al. 2010).

Cuando se realizaron los muestreos de material de tomate durante esta tesis nunca se
observo desarrollo de la enfermedad en los frutos (Jones ef al. 1992; Blancard et al. 2011), sin
embargo, en ensayos de frutos de tomate en condiciones controladas cuando fueron inoculados se
observé que desarroll6 el micelio del hongo, exceptuando en el tratamiento por pulverizacion. Por
otra parte, una cuestion interesante para determinar, a pesar de no presentar sintomas visibles de la
enfermedad en el campo, es si en los frutos hay contenidos de micotoxinas nocivas para el consumo

humano posterior de los frutos.
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2.5. CONCLUSIONES PARCIALES

Se aislaron 49 hongos monosporicos asociados a la “mancha gris de la hoja” de L. esculentum que

corresponden al género Stemphylium.

Se logro caracterizar a los aislamientos fingicos en base a caracteristicas morfoldgicas, marcadores

moleculares y aspectos fisioldgicos.

El sistema conidial presentd conididéforos con proliferacion percurrente, dematidceos con una
célula conididgena apical bulbosa tipica en forma de copa y conidios muriformes con éapice
conico y constrictos en los tres septos transversos mayores, relacion largo:ancho 3:1. Por estas

caracteristicas morfométricas los aislamientos estudiados coinciden con la especie S. lycopersici.

Como marcador molecular se utilizdo la secuencia del ITS para confirmar la asignacion de 3

aislamientos CIDEFI pertenecientes al género Stemphylium.

Se registraron por primera vez para Stemphylium los siguientes los metabolitos secundarios:
desoxuvidina, el albrassitriol, sala cianina, el brassicadiol, la 7-oxo-brefeldina y el acido

pirenocético A.

Considerando el NaCl, KCl y el Glicerol suplementado al medio del cultivo, a medida que aumentd

la concentracion de soluto disminuyd el crecimiento del hongo.
Las caracteristicas de las colonias del aislamiento CIDEFI 216 se modificaron de acuerdo al medio
de cultivo utilizado, el mayor crecimiento de la colonia se dio en medio V8. En el medio con

extracto Malta el hongo no logro producir conidios.

El aislamiento CIDEFI 216 ocasion¢ la sintomatologia tipica del hongo sobre cultivares de tomate y

en otros cultivos horticolas.
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Capitulo 3.
Aplicacion del BTH para el control de enfermedades

foliares de tomate.
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3.1. INTRODUCCION
3.1.1. Resistencia sistémica adquirida (RSA) en horticultura.

Existen numerosas publicaciones vinculadas a diversos patosistemas, del efecto de
diferentes inductores sobre cultivos horticolas y tratamiento postcosecha de los productos (Terry
2004; Da Rocha & Hammerschmidt 2005).

En este trabajo se analizaron aquellas que utilizan el é4cido benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-
carbotioico S-metil-ester (BTH) como inductor elegido; debido a su reconocida eficacia en diversos
cultivos a escala global y su escasa experimentacion en el &mbito local. Existen antecedentes en el
CHP de trabajos con diversos inductores en diferentes cultivos horticolas (del Pino 2010; Guerrero
2016; Persico 2016; Ruscitti 2016; Bernardo et al. 2017, 2018; Arango et al. 2019)

En coliflor (Brassica oleracea L. var. botrytis L.) mediante aplicaciones con BTH lograron
reducir hasta en un 90 % la incidencia y severidad del Oomycete Hyaloperonospora parasitica
causante del downy mildew (Godard et al. 1999; Ziadi et al. 2001). Dann et al. (1996) utilizaron
BTH para inducir RSA en poroto (Phaseolus vulgaris) y encontraron que se redujo la incidencia y
la severidad de la enfermedad provocada por Uromyces appendiculatus. Dann & Deverall (2000)
estudiaron el comportamiento de plantas de arveja (Pisum sativum) a las que se les aplico BTH y
encontraron una reduccion de la incidencia y severidad de la enfermedad provocada por Uromyces
viciae-fabae en las plantas tratadas con BTH. Smith-Becker et al. (2003) trataron plantines de
melén (Cucumis melo) en invernadero y a campo con BTH en dosis de 50 y 100 mg.L™,
disminuyendo la severidad de Colletotrichum y el virus del mosaico del pepino (CMV). La dosis de
100 mg.L"' de BTH generé a campo un cultivo mas sano y con frutos de mayor tamaiio y calidad,
mientras que en los plantines cultivados en el invernaculo con la dosis baja se observo sintomas de
fitotoxicidad en los cotiledones. En especies horticolas de hoja la induccion a la RSA podria ser atin
mas significativa, ya que este mecanismo puede reducir las eventuales lesiones en las hojas
directamente, siendo estos 6rganos cosechados (hojas) el producto comercial. Leskovar & Kolenda
(2002) estudiaron el efecto de la aplicacion de BTH para controlar la roya blanca de la espinaca
(Spinacea oleracea L.), cuyo agente causal es A/bugo occidentalis, y observaron una reduccion de
la severidad del 30 % con respecto al tratamiento control. Tally et al. (1999) encontraron que el
BTH control6 en lechuga (Lactuca sativa) al patogeno Bremia lactucae.

En cuanto al tomate se han llevado adelante numerosos trabajos evaluando como inductor al

BTH en relacion a patologias de distinto origen; viral, bacteriano, fungico, entre otras fuentes
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etiologicas de fitopatologicas. Anfoka (2000) utilizo BTH en tomate para inducir RSA frente al
Cucumber Mosaic Virus (CMV); el producto fue aplicado como drench (via pulverizacion,
aplicacion dirigida al cuello de la planta) a una concentracion de 0,1 mM, obteniendo en promedio
una reduccion en la incidencia del 80 % y en la severidad a los 21 dias post inoculacion una
reduccion del casi 60 %. En un caso similar Csinos ef al. (2001) trabajaron con Tomato Spotted Wilt
Virus y encontraron en condiciones controladas y en tres ensayos a campo resultados positivos con
el uso del BTH, que variaron en 4 localidades. En otros ensayos con los siguientes virus; el Tobacco
Mosaic Tobamovirus (TMV) y el Tomato Mosaic Tobamovirus (ToMV), se obtuvieron reducciones
del 62% y el 73% respectivamente en plantas indicadores de Nicotiana glutinosa (Madhusudhan et
al. 2008). En ensayos a campo y condiciones controladas con Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV)
donde se evaluaron diversos tratamientos que incluyeron al BTH, se pudo observar el efecto
positivo del mismo en el control de la enfermedad (Momol et al. 2004).

En cuanto a la efectividad frente a enfermedades provocadas por bacterias, Baysal et al
(2003b) utilizaron plantines de tomate en inverndculos inoculados con Clavibacter michiganensis
agente causal del “cancro bacteriano”, y previa aplicacion del inductor BTH, como resultado el
indice de control de la enfermedad se redujo en mas de un 70 %. Anith et al. (2004) encontraron
que aplicaciones con BTH en tomate para controlar a Ralstonia solanacearum, disminuyeron la
incidencia un 20% aproximadamente respecto a los Testigos. Se obtuvieron niveles menores de
proteccion (20 al 30 %), en tomate cultivados en invernaderos frente al marchitamiento bacteriano
ocasionado por R. solanacearum (Araujo et al. 2005; Pradhanang ef al. 2005). Aplicaciones con el
inductor BTH permitieron obtener mayores rendimientos (Pradhanang et al. 2005). Considerando a
Xanthomomas campestris pv. vesicatoria en tomate, Abbasi et al. (2002) encontraron que el BTH
redujo la severidad de la enfermedad en valores cercanos al 50 % en frutos cosechados. En relacion
al mismo patosistema Buonaurio ef al. (2002) observaron, tanto en condiciones controladas como a
campo, buenos resultados con la utilizacion del BTH (300uM), en condiciones controladas
encontraron valores de eficacia del orden del 50-90% dependiendo de la hoja evaluada, 4ta y 7ta
respectivamente. Mientras que en condiciones de cultivo a campo de tomate obtuvieron buenos
resultados en los distintos tratamientos utilizados, con diferentes dosis de BTH (del 30-90 %) y
combinado con productos a base de cobre (Rossi & Pattori 2009). En estudios a campo de tomate
con aplicaciones de BTH se logrd reducir al patogeno Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Obradovic ef al. 2004, 2005). En un estudio muy amplio Louws ef al. (2001), plantearon una red
de ensayos a campo en Estados Unidos, para evaluar el efecto del inductor BTH contra la

enfermedad causada por Xanthomomas anoxopodis pv. vesicatoria, y concluyeron que fue efectivo
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frente a esta bacteria mientras que el rendimiento no fue afectado. Analizando Pseudomonas
syringae pv. tabaci observaron que el BTH redujo considerablemente las zonas de clorosis y
necrosis en plantas de tabaco, tanto en condiciones controladas como a campo (Cole 1999).

En cuanto al efecto del BTH en el control frente a patologias causadas por representantes de
Oomycota (Straminipilia), Matheron & Porchas (2002) encontraron que en algunos ensayos se
controld eficazmente la patologia causada por Phytophthora capsici, mientras que en otros la
aplicacion de BTH no generé ninguna proteccion. En rucula (Eruca sativa) del Pino (2010)
encontr6 que frente a la enfermedad downy mildew (Hyaloperonospora parasitica), el factor clave y
determinante de la eficiencia del BTH para reducir la severidad fue realizar aplicaciones tempranas
lo que provocd niveles de proteccion adicionales de un 15 %.

En lo que refiere a estudios de RSA en patosistemas que involucren hongos, Malolepsza
(2006) realiz6é ensayos con tomates inoculados con Botrytis cinerea y tratados con BTH, y s6lo el
27% de la superficie de las hojas estaba afectada, mientras que en el control tenia el 60% afectada.
En el trabajo de Amini (2009) el BTH redujo en un 54% la severidad de plantas de tomate
inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp lycopersici. En otro estudio con el mismo patdégeno
encontraron que la aplicacion del BTH difirio la aparicion de sintomas en plantas de tomate, como
asi también el numero de lesiones en la raiz en mas de un 70 % (Benhamou & Bélanger 1998). En
ensayos a campo de tomate Tofoli & Domingues (2005) evaluaron el efecto del BTH sobre la
severidad de la enfermedad causada por Alfernaria solani y encontraron que controld dicha
patologia.

Considerando que la RSA involucra un incremento del contenido enddégeno en tejidos
vegetales del AS, y puesto que ha sido evaluado la aplicacion exogena para aplicar proteccion en
contra de varios tipos de estreses bidticos (Fan et al. 2009; Rangel Sanchez et al. 2010; Sanchez
Rojo 2010; Galviz-Fajardo ef al. 2020; Maia Junior et al. 2020)y abidticos, tales como altas y bajas
temperaturas, salinidad o metales pesados en una multiplicidad de patosistemas (Gunes et al., 2007,

Chéavez-Suarez et al., 2012; Bernardo 2016).

3.1.2. Indicadores de RSA.

Es importante establecer relaciones entre determinados parametros evaluados que revelen

ser indicadores de la activacion de los mecanismos de defensa en las plantas.
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3.1.2.1. Peroxidasas (POX; EC 1.11.1.7).

Las peroxidasas son un complejo grupo de hemoproteinas que catalizan la éxido reduccion
de varios sustratos orgdnicos e inorganicos que utilizan peroxido. Existen distintas clases de
peroxidasas; las de la Clase III: son glicoproteinas monoméricas con dos iones calcio estructurales y
cuatro puentes disulfuro conservados. La mayoria estan altamente glicosiladas. Dependiendo del
tejido vegetal en el que se producen son muy variadas y especificas. Pueden participar en la
morfogénesis (crecimiento, elongacion y division celular), en la biosintesis de la pared celular
(lignificacion, suberizacion), en la biosintesis de ET, oxidacion de compuestos toxicos, en el
catabolismo del acido 3-indolacético, detoxificacion de H,O, y otras especies reactivas al oxigeno,
y adaptacion a situaciones de stress biotico-abidtico (Ruiz Duenas 1998; Quiroga et al. 2000; del
Pino 2010).

Si se considera el punto isoeléctrico, se subdividen en formas anidnicas y neutras (asociadas
principalmente a la pared celular) y otras cationicas (ubicadas en las vacuolas) (Gémez-Vasquez et
al. 2004). La guaiacol-peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.7) es una enzima oxidorreductasa que es
secretada al apoplasto y a la vacuola. Cataliza una reaccion en la que sustrae un atomo de H, de una
molécula de guayacol para cedérsela a una molécula de peréxido produciendo tetraguayacol y O, y
H,O (Figura 3.1) (Ruiz-Duefias & Martinez 2009; Nufiez Sanchez 2012).Tiene implicancias en
procesos claves como la reduccion de compuestos aromaticos, sintesis de lignina, metabolismo de
auxinas y proteccion frente a patdgenos. Esta asociada a las funciones de la PR-8 (Edreva 2005; del

Pino 2010).
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Figura. 3.1. Ciclo catalitico general de peroxidasas (Dunford 1999). El ciclo incluye la oxidacién di-electronica de la enzima
peroxidasa (en estado de reposo, RS conteniendo Fe 3+) por una molécula de hidroperdéxido (ROOH como H,0,) para generar un
compuesto-enzima C-I (conteniendo un complejo entre Fe 4+- oxo y un radical catiénicode la porfirina). Este compuesto C-I es
reducido mono-electronicamente por dos moléculas de sustrato (S - como guaiacol-, el cual es oxidado en el proceso: Sox),
generando secuencialmente un compuesto intermedio II (C-1I; que contiene Fe4+=0 después de la reduccion de porfirina por un

electron), luego de lo cual la enzima vuelve al estado de reposo (estado férrico) para iniciar el ciclo (Ruiz-Duefias & Martinez 2009).
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3.1.2.2. Peroxidacion de lipidos. Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (SRATB-
TBARS, Thiobarbituric Acid Reactive Substances, por su sigla en inglés).

La peroxidacion lipidica en las plantas es una caracteristica importante de la muerte celular
durante las interacciones de las plantas con patdégenos. Con frecuencia, se utiliza al malondialdehido
(MDA) como un marcador de dafio oxidativo de lipidos y su concentracion varia dependiendo el
tipo de estrés al que se sometan las células. Esta reaccion es ampliamente utilizada como un indice
de peroxidacion lipidica, lo que se busca evaluar es la reaccion del 4cido tiobarbitarico (TBA) con
productos de peroxidacion de acidos grasos poli no-saturados generando un cromoforo rojo (Figura
3.2). Este compuesto posee un maximo de absorcion a 532 nm y puede ser determinado
espectrofotométricamente. El principal producto de peroxidacion capaz de reaccionar con el TBA

es el MDA aunque no es el tnico, pudiendo ser otros dialdehidos (Laguerre et al. 2007).
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e W H H,O ‘\I/ e \(
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2-thiobarbituric acid TBA chromophore (L, : 532 nm)

Figura 3.2. (A) Ruta de formacioén de malondialdehido, y (B) formacion del croméforo de TBA, tomado de (Laguerre ez al. 2007).

3.1.2.3. Fenoles totales.

Son un grupo de compuestos del metabolismo secundario de los vegetales, su sintesis y
acumulacion, estdn condicionados por el estado de desarrollo de la planta o de los 6rganos, tejidos y

células. Estos procesos son controlados por factores de tipo enddgeno relacionados con los procesos
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dependientes del desarrollo y/o por factores externos tales como temperatura, luz o ataques de
agentes bidticos o abioticos (Ringuelet & Vifna 2013). Dentro de la variedad de funciones que
tienen los fenoles en las plantas, aqui se destaca cuando forman parte de los denominados
mecanismos quimicos de defensa contra herbivoros y microorganismos patéogenos (Ruiz & Romero
2001; Lattanzio et al. 2006).

En situaciones de estrés se produce una acumulacion de compuestos fendlicos (Ruiz &
Romero 2001) y dado el caracter antioxidante de éstos (Dixon & Paiva 1995), se ha sugerido que
los fenoles desempefian un papel celular clave en estas circunstancias en la proteccion frente a la
peroxidacion lipidica, proceso que causa efectos de rotura de membranas y pérdida de

compartimentalizacion y funcionalidad de las células (Rice-Evans et al. 1997).

3.1.3. Objetivos especificos

Evaluar al BTH como agente activador de RSA en tomate y su rol en el control de Stemphylium y

otros patdgenos foliares de tomate.

Identificar los indicadores de RSA que revelen con mayor sensibilidad la activacion de los

mecanismos de resistencia.

3.1.4. Hipotesis

La activacion de mecanismos de RSA es una herramienta efectiva en el control de enfermedades

foliares en tomate.
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3.2. MATERIALES Y METODOS.-

3.2.1. Aplicacion del BTH en hojas desprendidas de tomate expuestas al aislamiento CIDEFI
216.

En primera instancia se llevo adelante un ensayo preliminar, para determinar la mejor forma
de realizar la inoculacion del aislamiento CIDEFI 216 en un sistema in vitro, para de esta manera
analizar cual tiene una mayor capacidad para reproducir los sintomas de la enfermedad. Se
evaluaron distintos métodos de inoculacion de hojas desprendidas de tomate y también foliolos. Se
evaluaron dos métodos de inoculaciéon: el primero, con discos de 0,8 mm de APG cubierto de
micelio, obtenidos de cajas de Petri de 9 cm de didmetro sembradas procedente de cultivos de 7
dias, incubadas en estufas a 25°C, en oscuridad, durante una semana (Irwin et al. 1986; Kim et al.
2004; Orozco-Santos et al. 2004; Kohl et al. 2009; Sakr 2018). El segundo método, fue una
pulverizacion de suspension de conidios, con una concentracion del inéculo de 1 x 10* conidios/mL
(Kim et al. 2004; de Miranda 2009; de Miranda et al. 2010). Asimismo, se prob6 de ubicar las hojas
con su cara abaxial hacia arriba de la placa o hacia abajo, considerando que las hojas de tomate son
anfiestomaticas (estomas en ambas caras) con una distribuciéon homogénea en las dos caras, pero
con un predominio en la superficie abaxial (Flores & Espinoza 1977).

Una vez definido el método de inoculacion (descripto en el apartado 2.2.4.4.) para realizar
los ensayos a los fines de cumplir con el objetivo planteado, se obtuvieron hojas de tomate cv.
Elpida cultivadas en un invernadero en condiciones controladas de temperatura (25 °C) y humedad
(90 %). Se cosechod la 4ta hoja completamente expandida, con un buen estado nutricional y sin
danos aparentes ni de plagas y/o enfermedades. En el flujo laminar, las hojas se desinfestaron con
hipoclorito de sodio 2% durante 1,30 min, se enjuagaron dos veces en agua destilada estéril y
secaron en papel secante esterilizado. Las hojas se colocaron con el envés hacia arriba en placas de
Petri de 9 cm de didmetro que contenian un disco de papel de filtro estéril humedecido con agua
destilada estéril (Bafiuelos-Balandran & Mayek-Pérez 2008; Imathiu et al. 2008; Opoku et al.
2011). En el envés de los foliolos se realizd una pulverizacién de suspensién de conidios con el
aislamiento CIDEFI 216, a una distancia de 10 cm respecto al tejido vegetal. Para su preparacion se
sigui6 lo descripto en el apartado del Capitulo 2: 2.2.4.4. Ensayo con distintos cultivares de tomate.
La unidad experimental consistid en un foliolo de una hoja de tomate en una caja de Petri.

Como inductor de RSA se evalud el BTH cuya denominacién comercial es BION® 500WG,

Syngenta. Se utilizé a una concentracion de 50 mg/l. Los tratamientos realizados fueron: 1) foliolos
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de tomate pulverizadas con agua destilada (Testigo), 2) foliolos de tomate con aplicacién del
inductor BTH (BTH), 3) oliolos de tomate inoculadas con el aislamiento CIDEFI 216, y 4) foliolos
de tomate con aplicacion del inductor BTH y luego de un periodo definido de dias, inoculadas con
el aislamiento CIDEFI 216 (BTH + CIDEFI 216).

Se trabajé con foliolos de tomate, se realizaron 5 repeticiones por tratamiento. Se tomaron
muestras del tejido vegetal de “nuevos” foliolos en cada evaluacion realizada. A los 3 dias post-
aplicacion (dpa) se realizd la inoculaciéon con el aislamiento CIDEFI 216. Se efectuaron 3

evaluaciones de los parametros estudiados: a los 7 dpa, 9 dpa 'y 11 dpa.

3.2.2. Parametros evaluados.

3.2.2.1. Severidad

Se determin6 contando el nimero de manchas totales por foliolo de tomate.

3.2.2.2. Actividad peroxidasa (POX, EC 1.11.1.7).

Se procedid a obtener extractos de proteina crudos segin Baysal et al. (2003b). Se
homogeneizd la muestra en el volumen de buffer necesario para alcanzar una concentracion de 0,2
g de tejido fresco por 1 mL de buffer. La muestra de los diferentes tratamientos se triturd en
mortero frio, se adiciono nitrégeno liquido y se homogeneiz6 en el buffer de extraccidn;
K,HPO4/KH,PO4 50 mM (pH 7,0) conteniendo 1 mM NaCl, 1 % PVP, I mM EDTA y 10 mM
mercaptoetanol. El homogeneizado se centrifugé a 13000 g durante 30 minutos a 4 ° C. El
sobrenadante (extracto crudo) se fracciono y conservd a -80 ° C. Segin Cvikrova ef al. (2006) se
determino espectrofotométricamente utilizando como sustrato guaiacol 5 mM y H,0; al 0,1 mM en
acetato de sodio 0,1 M (pH 5,5). La cinética de formacion del producto de reaccion (tetraguaiacol,
470 nm: 26600 M™'.cm™) se estim6 a través del incremento de absorbancia a 470 nm de la mezcla
de reaccion incubada a 25 °C durante 2 minutos. Se realizaron reacciones control sin H,O, (Saparrat
et al. 2002). La actividad peroxidasa se informd como % respecto al Testigo, el cual se considero=
100%. Para el célculo se utilizo la siguiente formula:

Actividad Peroxidasa (% respecto al testigo): Abs muestra x 100

Promedio Abs testigo
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3.2.2.3. Peroxidacion de lipidos. Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (SRATB-
TBARS, Thiobarbituric Acid Reactive Substances, por su sigla en inglés).

Se evaluo la peroxidacion de lipidos a través del contenido de MDA, mediante la técnica
descripta por (Hodges et al. 1999). Se partié de una relacion de 0,15 g material vegetal molido/1,5
mL TCA (4cido tricloroacético) al 0,1 %. Se centrifugd durante 10 minutos a 10000 g. Se tomo 0,5
mL de la muestra y se le agregd6 1 mL de la solucion: 20% TCA, 0,5 % TBA y 0,01% butil
hidroxitolueno (BHT), finalmente se homogenizd. En paralelo, se prepard un tubo de blanco, en el
que no se afiadio material vegetal, pero si el reactivo de tiobarbittrico. Seguidamente, los tubos se
incubaron durante 30 minutos a 95°C. Pasado este periodo, los tubos se introdujeron en hielo para
enfriarlos y luego se centrifugaron a 3000 x g durante 10 minutos. Finalmente, se transfirid
sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio de 1,5 mL evitando disturbar el precipitado. Se determin6
la absorbancia a tres longitudes de onda: 440 nm, 535 nm y 600 nm. Los resultados fueron

expresados en eq. MDA (n mol/mL) (Hodges ef al. 1999).

3.2.2.4. Indice de verdor (SPAD.)

Se estim6 de forma no destructiva el contenido de clorofila mediante un Spad (Minolta) que
estima la concentracion de clorofila total. Se expresan los datos como unidades de SPAD (Unidades

arbitrarias).

3.2.2.5. Clorofila.

Se utilizd6 un método destructivo para determinar el contenido de clorofila, se colocd un
disco de area conocida en 1 ml de N,N-Dimetilformamida (DMF) en un tubo Eppendorf durante un
periodo de 48 hs en oscuridad, luego se utilizd un espectrofotdémetro Shimadzu a longitudes de onda
de 664,5 y 647 nm en simultaneo para discriminar entre clorofila a y clorofila b (Inskeep & Bloom
1985). Para calcular clorofila total, a y b se utilizo la formula de la Figura 3.3. Referido al area del

. y 2
disco qued6 expresado en ug/cm”.
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DMF
Clorofilab=20.70 A¢47- 4.62A4645
Clorofilaa=12.70 A664.5 - 2-79A647
Total Clorofila = 17.90647 + 8.08 A¢64.5

Ags7= Absorbancia a 647 nm
Agess5= Aborbancia a 664.5 nm

Figura 3.3. Calculo de clorofila a, b, y clorofila total, tomada de Inskeep & Bloom (1985).

3.2.2.6. Fenoles totales.

El contenido de compuestos fenodlicos totales fue medido por espectrofotometria, basandose
en una reaccion colorimétrica de oOxido-reduccion que emplea el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Singleton & Rossi 1965), con ligeras modificaciones. Dado que los compuestos fendlicos son de
naturaleza polar, para extraerlos se utilizd metanol al 80 % en relacién 1 g de material verde cada
10 ml de solvente. Se utiliz6 arena para favorecer la extraccion, la cual fue previamente lavada con
metanol en Erlenmeyer de pléstico y secada a estufa en placa de vidrio.

Se utiliz6 una solucion estandar de acido galico (0,02 % de 4cido gélico en metanol al 80 %
v/v) de la cual se tomaron volumenes de 3,75; 2,5 y 1,25 mL y se complet6 el volumen de cada uno
hasta llegar a 5 mL con metanol 80%. Para lograr una mayor extraccion se realizoé un bafo durante
1 hs a 75°C. Luego se centrifug6 a 4° C 30 minutos a 13000 g. Con el sobrenadante, a cada 100 ul
de los estandares y muestras previamente preparados se le adicionaron 200 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu (1:1 diluido en agua), luego se agregd 1100 ul de H,0 destilada. Posteriormente se
adicionaron 1500 pL. de Na,COs al 2% en 0.1 N NaOH. Luego de una incubacion durante 1 hora a
25° C, la absorbancia fue medida a 760 nm en espectrofotdometro Shimadzu. La concentracion de
fenoles totales fue calculada usando una curva de calibraciéon con acido gélico. Los resultados

fueron expresados en eq. de acido galico por cada 10 mg de muestra.
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3.2.2. Aplicacion foliar del BTH en plantas de tomate expuestas al aislamiento CIDEFI 216

bajo condiciones controladas.

Se realizaron dos ensayos en condiciones controladas, en un invernaculo ubicado en el
Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE), donde se analizd la severidad de la “mancha gris de la
hoja de tomate” en plantas tratadas con un inductor de RSA.

Se utiliz6 tomate cv. Elpida, el que no presenta resistencia a Stemphylium spp. (Catalogo de
Enza Zaden, 2009). Se parti6 de semilla y luego de un mes de almacigo las plantas fueron
trasplantadas al envase definitivo con tierra negra. Se trabajo con un n: 20 plantas por tratamiento.

Se incluyeron cuatro tratamientos: 1) (Testigo), plantas asperjadas con agua destilada; 2)
(CIDEFI 216), inoculadas con el aislamiento CIDEFI 216; 3) (BTH), aplicaciéon del inductor BTH,;
y 4) (BTH + CIDEFI 216), aplicacion del inductor BTH y luego de un tiempo definido el
aislamiento CIDEFI 216.

Para inducir RSA sobre plantas con 4 hojas expandidas, cultivadas en un invernaculo bajo
condiciones controladas de temperatura (25 °C) y humedad, se aplico BTH (a una concentracion de
50 mg/l). Los productos correspondientes a cada tratamiento se aplicaron cada uno en forma de
pulverizacion foliar, hasta lograr un mojado completo en todas las plantas. Se considerd al dia de
aplicacion del inductor BTH como dia cero del ensayo, transcurridos tres dias se inoculd con el
patdgeno, mediante una suspension de conidios del aislamiento CIDEFI 216 siguiendo la
metodologia descripta en el apartado del Capitulo 2: 2.2.4.4.

Posteriormente las plantas se cultivaron hasta la aparicion de los sintomas de la enfermedad.

3.2.2.1. Ensayo 1.

Luego de la aplicacion del BTH a los 3 dias post-aplicacion (dpa) se realizo la inoculacion
con el aislamiento CIDEFI 216.

En este primer ensayo los pardmetros de crecimiento se midieron en 5 oportunidades: 4 dpa,
6 dpa, 8 dpa, 10 dpa y 21 dpa. Se evaluaron los siguientes pardmetros: altura (cm), nimero de hojas
y diametro del tallo al nivel de los cotiledones (mm). Se expresaron como diferencia entre el
momento inicial y final del ensayo (Dif. Altura, Dif. Didmetro y Dif. n° de hojas).

La severidad se evalu6 a los 13 dpa, 15 dpa, 17 dpa y 21 dpa. Se analizaron 3 maneras
distintas de medir severidad:

a) Se contd el nimero de manchas totales por planta.
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b) Se utilizé escala diagramatica, representando la proporcion de area foliar lesionada (planta
entera) por Stemphylium (Boff et al. 1991).

¢) Se determind si el tamafio de la lesion fue mayor o menor a 1 mm.

Para las variables destructivas se muestrearon 5 plantas/tratamiento. En el caso de los

parametros de crecimiento y la severidad se realizaron 20 repeticiones por tratamiento.

3.2.2.2. Ensayo 2.

Aunque el ensayo se llevo a cabo en forma equivalente a lo reportado en el experimento
anterior, no se estimaron los parametros métricos en plantas. Asimismo, la severidad de la
enfermedad causada por el aislamiento CIDEFI 216 se realiz6 contando el nimero de manchas
totales por planta a los 38 dpa,

Para las variables destructivas se muestrearon 5 plantas/tratamiento. En el caso de la

severidad se realizaron 20 repeticiones por tratamiento.

3.2.2.3. Parametros evaluados

En el primer ensayo los indicadores evaluados fueron: POX, Fenoles y TBARS vy
parametros de crecimiento (altura, nimero de hojas y didmetro de tallo) y severidad.
En el segundo ensayo se registraron los niveles de Fenoles y los TBARS y la severidad. Los

parametros fueron evaluados segun lo indicado para el apartado 3.2.2.

3.2.3. Aplicacion de BTH en cultivos de tomate bajo invernaculos de produccion comercial.

Los ensayos se realizaron en parcelas de tomate cv. Colibri ubicadas en un establecimiento
productivo en Colonia La Armonia, Arana, La Plata. Es de destacar que a estos cultivos no se le
aplicéd ningun tratamiento de inoculacion. Se realizaron dos ensayos de 5 meses de duracion, el
primero entre agosto-diciembre 2011 y el segundo diciembre-abril 2012. Se utilizé como referencia

la metodologia empleada en los experimentos del punto 3.2.1. y 3.2.2.
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3.2.3.1. Ensayo 1.

Los tratamientos consistieron en parcelas de 7 metros de surco que incluyeron 10 plantas de
muestreo y 1 m a cada lado de bordura, asimismo consistieron en parcelas tratadas con los
inductores (BTH y AS) y Testigos no tratados. Para inducir la RSA se realizaron 10 aplicaciones; y
los tratamientos fueron: 3 concentraciones (C, C1: 0,025 g/1, C2: 0,05 g/l y C3: 0,075 g/l) de BTH
a 2 frecuencias (F, cada 7 dias F1 y cada 15 dias F2): C1: 0,025 g/I-F1 cada 7 dias; C1: 0,025 g/I-F2
cada 15 dias; C2: 0,05 g/I-F1 cada 7 dias; C2: 0,05 g/I-F2 cada 15 dias; C3: 0,075 g/I- F1 cada 7
dias; C3: 0,075 g/I-F2 cada 15 dias y finalmente aplicaciones con AS a 0,05 g/l semanalmente (F1
cada 7 dias).

Se evalu6 la aplicacion de AS bajo 3 formas: - via pulverizacion, - aplicacion dirigida al
cuello de la planta (drench) - y la combinacion de pulverizacion y drench simultineamente. Para
todos los casos se utilizd una pulverizadora manual de mochila, y en el caso de drench se removio
la boquilla de la misma y se aplico al cuello de la planta.

De 4 plantas se evalud severidad en dos hojas en el estrato inferior (Hoja 1), arriba de la
tercera corona de tomate y en el estrato superior (Hoja 2), arriba de la cuarta corona de tomate, y en
2 fechas de muestreo; a los 83 y 97 dias post- aplicacion inicial (dpa i) de los soluciones de BTH y

AS. Para medir severidad se cont6 el nimero de manchas totales por hoja.

3.2.3.2. Ensayo 2.

El diseno de las parcelas, la aplicacion de la solucion del BTH y AS y las condiciones de
cultivo de las plantas fueron equivalentes al establecido para el Ensayo 1. Sin embargo, el AS se
aplic6 solamente mediante pulverizacion. En 4 plantas se evalud severidad en dos hojas, en el
estrato inferior (Hoja 1), arriba de la tercera corona de tomate y en el estrato superior (Hoja 2),
arriba de la cuarta corona de tomate, y en 3 fechas de muestreo; a los 92, 108 y 122 dias post-
aplicacidn inicial (dpa i) del BTH. Para medir severidad se cont6 el nimero de manchas totales por

hoja.
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3.2.3.3. Parametros evaluados

En el Ensayo 1 se evalud en caracter de prospeccion (debido al bajo nimero de unidades
experimentales) POX y Fenoles siguiendo la metodologia descripta en el apartado 3.2.2. soldmente
para 2 tratamientos (C1F1 y C3F3) y la severidad de la enfermedad.

En ambos ensayos se evalud el rendimiento del cultivo de tomate en parcelas de 8 plantas
cada una, en 8 momentos de cosecha. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Se contabiliz6 el
numero de frutos y el peso de los mismos, y considerando la densidad de 22.000 plantas/Ha es que

se estimo el rendimiento por Ha.

3.2.5. Analisis estadistico

El diseno experimental fue enteramente al azar con las caracteristicas particulares que se
especifican en cada uno de los ensayos mecionados previamente. En los casos que se compararon
dos medias se utiliz6 la prueba T de Student. En los casos que se compararon mas de dos medias la
comparacion se realizd6 mediante analisis de la varianza (ANOVA) de un factor con los datos
correspondientes y se compararon las medias utilizando el test de Tukey (p< 0,05). El andlisis

estadistico se realizd utilizando el programa GrapPad Prism 7.
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3.3. RESULTADOS.

3.3.1. Aplicacion del BTH en hojas desprendidas de tomate expuestas al aislamiento CIDEFI
216.

La pulverizacion con suspension de conidios de Stemphylium del aislamiento CIDEFI 216
fue la mejor forma de realizar la inoculacion en un sistema in vitro para reproducir los sintomas de
la enfermedad en estudio.Y pese a que las hojas de tomate son anfiestomaticas (estomas en ambas
caras) resultd mejor colocar la superficie abaxial hacia arriba de la placa de Petri puesto que se
produjo el desarrollo de la enfermedad.

En este ensayo se observo que el hongo desarrolld in vitro manchas foliares caracteristicas
de la enfermedad sobre las hojas desprendidas (Figura 3.4.). La aplicacion de BTH con una
concentracion de 50 mg/l en el sistema revelo una reduccion en la severidad de 37,50 % (p<0,05),
siendo significativa respecto al tramiento con el aislamiento CIDEFI 216 después de los 9 dpa; este
patron se mantuvo hasta a los 11 dpa con un 36,36 % de reduccion (p<0,01).

La aplicacion de BTH a las hojas no inoculadas no reveld ninguna modificaciéon con
relacion al testigo. Se evaluaron diferentes parametros tales como POX, TBARS, SPAD y Clorofila.
Con relacion a los niveles de actividad POX se observaron incrementos relativos sélo en la
presencia conjunta del BTH + CIDEFI 216 hasta los 9 dpa, observandose disminucion relativa del
mismo tratamiento a los 11 dpa (Figura 3.5). En el caso de 7 dpa el tratamiento BTH + CIDEFI 216
incremento la actividad POX en un 600 % (p<0,01).

La evaluacion de TBARS en las muestras no relevdo ninguna diferencia entre los
tratamientos y los distintos tiempos (Figura 3.6). Con respecto al SPAD (Figura 3.7.) se observo
que todos los tratamientos redujeron el indice de verdor de las hojas, siendo variable su deteccion
en el tiempo; a los 7 dpa en presencia del BTH + CIDEFI 216 disminuy6 un 20 % (p<0,0001), y
todos los tratamientos a los 11 dpa en relacion al testigo, que presento el valor més alto de unidades
SPAD (46,19).

Se observéd un patréon similar en el nivel de clorofilas (Figura 3.8), aunque el aislamiento
CIDEFI 216 ya desde los 7 dpa redujo el nivel de clorofila a, en un 24,51 % (p<0,05), mientras que
el tratamiento BTH + CIDEFI 216 lo hizo en un 48,61 % (p<0,0001). No obstante, el tratamiento
con BTH lo hizo después de 11 dpa con un reducciéon del 27,70 % (p<0,001). Por otro lado, la
reduccion del nivel de clorofila b por la presencia del hongo se hizo evidente a un tiempo relativo

posterior.
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Figura 3.4. Severidad. Expresada como numero total de manchas por foliolo. Envés de foliolos de tomate cv. Elpida hacia arriba en
placas de Petri de 9 cm de diametro con un disco de papel de filtro estéril humedecido con agua destilada estéril. Fotografias
representativas a los 11 dpa. Testigo, cajas de Petri con foliolos de tomate pulverizadas con agua destilada; BTH, cajas de Petri con
foliolos de tomate con el inductor BTH; CIDEFI 216, cajas de Petri con foliolos de tomate inoculadas con el aislamiento CIDEFI
216 y BTH + CIDEFI 216, cajas de Petri con foliolos de tomate con aplicacion del inductor BTH y luego inoculadas con el
aislamiento CIDEFI 216 (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori. Cada fecha de muestreo fue comparada en forma

independiente).
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Figura 3.5. Actividad peroxidasa (POX). Actividad peroxidasa expresada como % respecto al Testigo. (ANOVA de un factor y test

de Tukey a posteriori. Cada fecha de muestreo fue comparada en forma independiente).
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Figura 3.6. TBARS. Evaluacion de la peroxidacion de lipidos a través del contenido de sustancias que reaccionan con el acido
Tiobarbittrico (TBARS), expresada como eq. MDA (n mol/ml). (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori. Cada fecha de

muestreo fue comparada en forma independiente).
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Figura 3.7. SPAD. Indice de verdor expresado como unidades SPAD (unidades arbitrarias). (ANOVA de un factor y test de Tukey a

posteriori. Cada fecha de muestreo fue comparada en forma independiente).
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Figura 3.8. Clorofila. Se evalto el contenido de clorofila a través de la extraccion mediante N,N-Dimetilformamida (DMF) tras 48
hs de oscuridad, expresado en ug/cm’, distinguiendo el contenido de clorofila a y b. Envés de foliolos de tomate cv. Elpida hacia
arriba en placas de Petri de 9 cm de didmetro con un disco de papel de filtro estéril humedecido con agua destilada estéril. . Barra

entera: clorofila b y Barra con lineas oblicuas: clorofila a.
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3.3.2. Aplicacion foliar del BTH en plantas de tomate expuestas al aislamiento CIDEFI 216

bajo condiciones controladas.

3.3.2.1. Ensayo 1.

De las tres variables que se probaron para evaluar la severidad, la elegida fue el nimero de
manchas totales por planta. Esto se debid a que el n° de manchas fue la unica determinacion que
mostré una variacion significativa, ya que la escala y el tamafo, si bien se midieron, no
representaron las diferencias detectables entre los tratamientos.

En este ensayo en las 4 evaluaciones realizadas se observo (Figura 3.9) una reduccién de la
severidad de un 70 % en el tratamiento que se aplic6 BTH, en relacion al tratamiento en el cual s6lo
se inocularon las plantas (P<0,0001). Respecto a los parametros de crecimiento hay diferencias
significativas para la altura, redujo un 25,28 % el tratamiento BTH + CIDEFI 216 respecto al
testigo y analizando el niimero de hojas el tratamiento BTH redujo un 37 % respecto al testigo
(Figura 3.10.).

La determinacion realizada de POX dio actividad no detectable (datos no mostrados). En el
caso de los TBARS (Figura 3.11) y Fenoles totales (Figura 3.12) para las evaluaciones realizadas no

se observaron diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 3.9. Severidad. Plantas de tomate cv. Elpida. A los 3 dpa del inductor (BTH) se realizé la inoculacion con el asilamiento
CIDEFI 216; (CIDEFI 216), plantas de tomate inoculadas con el aislamiento CIDEFI 216 y (BTH + CIDEFI 216), plantas de tomate
pulverizadas con el inductor BTH y luego el aislamiento CIDEFI 216. Se analizaron 3 maneras distintas de medir severidad,
expresada como el nimero de manchas totales por planta (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori. Cada fecha de muestreo

fue comparada en forma independiente).
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Figura 3.10. Parametros de crecimiento. Plantas de tomate cv. Elpida, cultivadas en un invernaculo bajo condiciones controladas

de temperatura (25 °C) y humedad, con 4 hojas expandidas se aplico BTH a una concentracion de 50 mg/l en forma de pulverizacion

foliar. A los 3 dpa del inductor (BTH) se realiz6 la inoculacion con el asilamiento CIDEFI 216 (ANOVA de un factor y test de

Tukey a posteriori).
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Figura 3.11. TBARS. Se evaltio la peroxidacion de lipidos a través del contenido de malondialdehido (MDA). Expresada como eq.

MDA (n mol/ml). A los 3 dpa del inductor (BTH) se realizé la inoculacion con el asilamiento CIDEFI 216 (ANOVA de un factor y

test de Tukey a posteriori. Cada fecha de muestreo fue comparada en forma independiente).
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Figura 3.12. Fenoles totales. Los resultados fueron expresados en eq. de acido galico por 10 mg de muestra. A los 3 dpa del

inductor (BTH) se realiz6 la inoculacion con el asilamiento CIDEFI 216. (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori. Cada

fecha de muestreo fue comparada en forma independiente).
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3.3.2.2. Ensayo 2.

En este segundo ensayo en el cual se midié una unica vez la severidad a los 35 dpa, se
observé una reduccion del 65 % para el tratamiento CIDEFI 216 + BTH respecto al tratamiento que
solo estuvo inoculado (p<0,0001) (Figura 3.13).

La determinacion realizada de POX dio actividad no detectable, datos no mostrados.

En el caso de los TBARS (Figura 3.14) a los 10 dpa el tratamiento BTH tuvo el contenido
de malondialdehido (MDA) mayor respecto al resto de los tratamientos; en relacion al BTH +
CIDEFI 216 hay una reduccion del 35,68% (p<0,01); y cuando nos referimos al Testigo y CIDEFI
216 (p<0,01), 53,04 % y 56,11 % de disminucion respectivamente. Para la segunda fecha de
muestreo no hay diferencias significativas. En el ultimo muestreo (35 dpa) existe una tendencia
similar respecto de los valores mas altos de BTH y hay una reducciéon del Testigo del 42,32 %
comparando con el tratamiento de BTH (p<0,01); mientras que el tratamiento CIDEFI 216 aumentd
respecto al Testigo un 45,64 % (p<0,01).

En el caso de los Fenoles totales (Figura 3.15) para la primera evaluacion (10 dpa) no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos. A los 12 dpa, el tratamiento BTH +
CIDEFI 216 mostr6 un incremento respecto al resto de los tratamientos, y aumento el contenido de
fenoles un 68 % respecto al Testigo. A los 35 dpa, todos los tratamientos fueron diferentes
estadisticamente respecto al Testigo; el tratamiento CIDEFI 216 aument6 un 140 % repescto al
Testigo, mientras que los tratamientos BTH y BTH + CIDEFI 216 (p<0,0001), aumentaron 47 % en
relacion al Testigo. El tratamiento CIDEFI 216 es el que mas contenido de fenoles tuvo, difiriendo
estadisticamente del resto de los tratamientos, para el caso de BTH y de BTH + CIDEFI 216 un

incremento del 68 % y 62 % respectivamente (p<0,001).

113



Severidad

100 - .

00 b Bl Testigo
s 801 Bl BTH
=
= Bl CIDEFI216
2 oA
2 (L] BTH + CIDEFI 216
<= C
(]
S 40+
: T
Z 204

a a
0 T T T
Testigo BTH 8 SC 8SC +BTH

Figura 3.13. Severidad. (A) Testigo, plantas de tomate asperjadas con agua destilada; (B) BTH, plantas de tomate pulverizadas con
el inductor BTH; (C) CIDEFI 216, plantas de tomate inoculadas con el aislamiento CIDEFI 216 y (D) (BTH + CIDEFI 216) plantas
de tomate pulverizadas con el inductor BTH y luego el aislamiento CIDEFI 216. (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori.

Cada fecha de muestreo fue comparada en forma independiente).
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Figura 3.14. TBARS. Se evaltio la peroxidacion de lipidos a través del contenido de malondialdehido (MDA). Expresada como eq.
MDA (n mol/ml). (A) Testigo, plantas de tomate asperjadas con agua destilada; (B) BTH, plantas de tomate pulverizadas con el
inductor BTH; (C) CIDEFI 216, plantas de tomate inoculadas con el aislamiento CIDEFI 216 y (D) (BTH + CIDEFI 216), plantas
de tomate pulverizadas con el inductor BTH y luego el aislamiento CIDEFI 216. (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori.

Cada fecha de muestreo fue comparada en forma independiente)
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Figura 3.15. Fenoles totales. Los resultados fueron expresados en eq. de acido galico por 10 mg de muestra. (A) Testigo, plantas de
tomate asperjadas con agua destilada; (B) BTH, plantas de tomate pulverizadas con el inductor BTH; (C) CIDEFI 216, plantas de
tomate inoculadas con el aislamiento CIDEFI 216 y (D) (BTH + CIDEFI 216), plantas de tomate pulverizadas con el inductor BTH
y luego el aislamiento CIDEFI 216. (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori. Cada fecha de muestreo fue comparada en

forma independiente)

115



3.3.3. Aplicacion de BTH en cultivos de tomate bajo invernaculos de produccion comercial.
3.3.3.1. Ensayo 1

Es importante sefialar que cuando se empled el AS (indistintamente de su modo de
aplicacion) la severidad del “moho de la hoja del tomate” no fue reducida en comparacion con el
testigo (datos no mostrados). El mejor resultado se obtuvo con pulverizacioén de hojas mediante AS,
por lo que fue el tratamiento considerado para el préximo ensayo.

En la Figura 3.16 correspondiente a la Hoja 1 -inferior- en la primera evaluacion 83 (dpa 1)
se oberva; la evaluacion de la severidad y la determinacion de POX. La aplicacion del inductor
resulté en una disminucion de la severidad superior al 70 %, siendo diferente estadisticamente en
todos los tratamientos. En cuanto a POX para C3F1 aumento6 316,82 %, mientras que para C1F1 lo

hizo en un 175,71 % en relacion al testigo, sin diferencias entre tratamientos.

Hoja 1-inferior- (83 dpa i)
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Figura 3.16. Severidad y Actividad Peroxidasa (POX) del Ensayo 1 Hoja 1-inferior- en la ler fecha de muestreo, a los 83 dias
post- aplicacion inicial (dpa i) del BTH. (A) De 4 plantas se evaluo severidad en dos hojas, en el estrato inferior (H1). (B) Actividad
Peroxidasa (% respecto al Testigo). (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori)

En la Figura 3.17 correspondiente a la Hoja 1 -inferior- en la segunda evaluacion 97 (dpa 1)
se observa, la cuantificacion de la severidad y la determinacion de POX y Fenoles totales. Referido
a la severidad solo los tratamientos C3F1 y C2F1 mostraron diferencias significativas con el testigo
alcanzando un nivel de reduccion de la enfermedad superior al 70 %. En relacién a POX, todos los

tratamientos mostraron diferencias estadisticas respecto al testigo; los tratamientos C3F1 y C2F2
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son los que tuvieron mayor actividad POX con incrementos cercanos al 1500 % en relacion al
testigo. El resto de los tratamientos tuvo aumentos en el orden de 1200-1000 %, siendo los valores
extremos de ese intervalo para los tratamientos C2F1 y CI1F1 respectivamente. En relacion al
contenido de Fenoles no se observaron diferencias estadisticas entre los tratamientos, aunque los
tratamientos C2 para ambas frecuencias son los que tuvieron mayor contenido con un incremento
en relacion al testigo del 120 % y 108 % para C2F2 y C2FI, respectivamente. Luego con
incrementos decrecientes le siguien los trataimentos C1F2 y C1F2, los cuales tuvieron aumentos del
91,33 % y 72,22 % respectivamente. Finalmente incrementos menores, del 46 % y 18 %

corresponden para los tratamientos C3F2 y C3F1 en comparacion con el testigo.
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Figura 3.17. Severidad, Actividad Peroxidasa (POX) y Fenoles del Ensayo 1 Hoja 1 -inferior- en la 2da fecha de muestreo, a
los 97 dias post- aplicacion inicial (dpa i) del BTH. (A) De 4 plantas se evalu6 severidad en dos hojas, en el estrato inferior (H1); (B)
Actividad Peroxidasa (% respecto al Testigo); (C) Fenoles. (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori).

La Figura 3.18 corresponde a la Hoja 2 -superior- en la primera evaluacion 83 (dpa 1), y
puede obvservar la evaluacion de la severidad y la determinacién de POX. En este caso todos los
tratamientos son estadisticamente diferentes respecto al testigo, logrando importantes niveles de

reduccion de la severidad, desde un 40 % para el tratamiento C1F2 hasta alcanzar reducciones
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mayores al 80 %. En cuanto a POX no se observaron diferencias estadisticas, pero el tratamiento

C1F1 aumenta poco mas de 1700 % vy el tramiento C3F1 incrementa un 532 % en relacion al

testigo.
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Figura 3.18. Severidad y Actividad Peroxidasa (POX) del Ensayo 2 Hoja 2-superior- en la ler fecha de muestreo, a
los 83 dias post- aplicacion inicial (dpa i) del BTH. (A) De 4 plantas se evalu6 severidad en dos hojas, en el estrato superior (H2). (B)
Actividad Peroxidasa (% respecto al Testigo). (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori).

La Figura 3.19 corresponde a la Hoja 2 -superior- en la segunda evaluacioén 97 (dpa i), y se
puede observar: la cuantificacion de la severidad y la determinacion de POX y Fenoles totales. A
los 97 (dpa 1) en lo que respecta a H2, ninglin tratamiento es estadisticamente diferente respecto al
testigo, sin embargo es bueno sefialar los altos niveles de reduccion de la severidad alcanzados,
superiores al 60 %. En relacion a la POX, existen diferencias significativas siendo el tratamiento
C3F2 el que tuvo mayor actividad POX con un incremento en relacion al testigo del 1300 %;
mientras que los tratamientos C2F1 y C3F1 tuvieron aumentos de 700 y 490% respectivamente. El
resto de los tratamientos, C2F2 y C1 (en ambas frecuencias) tuvieron incrementos del orden del
100% respecto al testigo. En cuanto al contenido de Fenoles totales no hay diferencias
significativas, pero los tratamientos Cl1 en (ambas frecuencias) son los que tuvieron mayor
contenido de fenoles totales con un incremento en relacion al testigo del 51 % y 21 % para C1F1 y
C1F2, respectivamente. En orden descendente se obtuvieron aumentos menores, el tramiento CF2
tuvo un incrementos del 10 %, seguido por los tratamientos C2F1 y C3F1 con subas del 7 %y 4 %
en comparacion al testigo. Por altimo, y a diferencia del resto de los tratamientos, C2F2 tuvo un

menor contenido de Fenoles que el testigo.
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Figura 3.19. Severidad, Actividad Peroxidasa (POX) y Fenoles del Ensayo 1 Hoja 2 -superior- en la 2da fecha de muestreo, a
los 97 dias post- aplicacion inicial (dpa i) del BTH. (A) De 4 plantas se evalud severidad en dos hojas, en el estrato superior (H2);

(B) Actividad Peroxidasa (% respecto al Testigo); (C) Fenoles. (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori).
P g

En cuanto a la evaluacion del rendimiento para el Ensayo 1, se observa en la Figura 3.20 el
estimado para una Ha. Como puede observarse no hay variacion en el rendimiento en funcion de los
tratamientos, sin embargo, la concentracion C3 (en ambas frecuencias) reduce levemente el
rendimiento; C3F1 5,39 % y C3F2 y casi 4 % en relacion al testigo. Asimismo, la los tratamientos
de C2 en ambas frecuencias estan levemente por encima del testigo, con una diferencia menor al

1%; mientras que el tratamiento C1F1 tuvo un incremento del casi 3%.
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Figura 3.20. Rendimiento del Ensayo 1. En invernaculo de produccion comercial. Se contabilizo el nimero de frutos y el peso de

los mismos, y considerando la densidad de 22.000 plantas/Ha es que estimo el rendimiento por Ha.

3.3.3.2. Ensayo 2.

En este segundo ensayo se evaluo el rendimiento y la severidad en dos hojas, en elestrato
inferior (Hoja 1) y en el estrato superior (Hoja 2), durante 3 fechas de muestreo.

En la Figura 3.21(A) Hoja l-inferior- en la primera evaluacion no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. A los 108 (dpa 1) los tratamientos C2F2, C1F2, C2F1, C3F1 y
C3F2 mostraron reducciones del 50 al 30 % de la severidad, mientras que el tratamiento C3F2
alcanzo reducciones del 80 % de la severidad (p<0,0001). No se observaron diferencias
significativas cuando se utilizo6 C1FI1. En la tercer evaluacion el tratamiento C3F2 mostrd una

reduccién atn mayor al 80 % respecto al testigo (p<0,0001).
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Figura 3.21. Severidad del Ensayo 2. (A) Hoja 1-inferior en tres fechas de muestreo y (B) Hoja 2-superior en tres fechas de
muestreo: a los 92, 108 y 122 dias post-aplicacion inicial (dpa i) del BTH. En invernaculo de produccioén comercial. Para inducir
RAS se realizaron 10 aplicaciones con BTH, en la combinacion de 3 concentraciones (C1: 0.025; C2: 0.05 y C3: 0.075 g/l) y 2
frecuencias (7 y 15 dias) y otro tramiento fue Acido Salicilico (AS) a 0.05 g/I. Con el Testigo son 8 tratamientos. De 4 plantas se
evaluo severidad en dos hojas, en el estrato inferior (H1) y en el superior (H2). (ANOVA de un factor y test de Tukey a posteriori).

En el caso de la Figura 3.21 (B) para H 2-superior-, se observd una reduccion de la
enfermedad que se manifestd mas en el segundo y tercer muestreo. En el segundo muestreo se
encontraron reducciones entre el 40-70% de la severidad utilizando los tratamientos C2F1, C1F2 y
C3F2 (p<0,0001). La aplicacion de AS no mostrd diferencias respecto al control en ninguno de los
muestreos realizados. En el Gltimo muestreo los tratamientos C2F2 y C3F2 son los que lograron un
menor nimero de manchas por hoja.

En cuanto al andlisis del rendimiento del Ensayo 2 se observa en la Figura 3.22 el estimado
para una Ha. Se puede observar que no hay variaciéon en el rendimiento en funciéon de los
tratamientos, sin embargo la concentracion C3 en ambas frecuencias reduce levemente el

rendimiento respecto al testigo, un 11 % para C3F1 y 1 % para C3F2. Asimismo los tratamientos:
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C1F2 y C2F2 reducen un 3% y un 6% el rendimiento respecto al testigo; mientras que los
tratamientos C1F1, C2F1 y AS tuvieron incrementos leves en el intervalo comprendido: 0,3-0,5 %
comparando con el testigo.

En ambos ensayos se dio que la concentracion mas alta (C3) de BTH en ambas frecuencias

redujo levemente el rendimiento respecto al Testigo indicando cierto grado de fitotoxicidad.
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Figura 3.22. Rendimiento del Ensayo 2. En invernaculo de produccion comercial. Se contabilizé el niimero de frutos y el peso de

los mismos, y considerando la densidad de 22.000 plantas/Ha es que se estimo el rendimiento por Ha.
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3.4. DISCUSION.

Ensayos preliminares revelaron que la pulverizacion fue un procedimiento adecuado para
inocular el aislamiento CIDEFI 216 en el sistema in vitro de estudio, en respuesta a generar
sintomas sobre las hojas incubadas. Y pese a que las hojas de tomate son anfiestomaticas (estomas
en ambas caras), probablemente debido al predominio en la superficie abaxial (Flores & Espinoza
1977), resultd mejor colocar el envés hacia arriba de la placa de Petri (Bafiuelos-Balandran &
Mayek-Pérez 2008; Imathiu et al. 2008; Opoku et al. 2011). El método utilizado, en el cual se
considero a los foliolos como unidades experimentales, se seleccion6 en repuesta a sus dimensiones
y que bajo las condiciones resultantes se mantenian turgentes un periodo mas extenso de tiempo, a
la vez que constituyd una técnica que mostrd ser econdémica, rapida y confiable. Sin embargo,
existen trabajos que no estan de acuerdo con esta técnica porque puede producir resultados
diferentes, de acuerdo con la situacion del ambiente de produccion y reproduccion de los sintomas
(Gozzo & Faoro 2013) A fin de contrarrestar lo mencionado, las limitaciones impartidas con este
sistema de andlisis foliar in-vitro, es que se abordaron las secciones: 3.3.2 (plantas de tomate bajo
condiciones controladas) y 3.3.3 (en cultivos de tomate bajo invernaculos de produccién comercial).

Bajo el sistema de estudio en hojas desprendidas, el tratamiento con BTH redujo un 37 %
los sintomas de la “mancha gris de la hoja” respecto al tratamiento solamente inoculado con el
aislamiento CIDEFI 216. En las hojas tratadas con BTH la enfermedad fue menos severa, lo que fue
acompafiado de un aumento del nivel de POX. Especificamente se observd como la actividad POX
aumenta solo durante un tiempo, lo que puede deberse a un efecto directo del inductor sobre el
patdgeno. Analizando los TBARS no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados, aunque si se observo fitotoxicidad a través del andlisis del indice de verdor (SPAD) y la
determinacion de clorofila. Del mismo modo Hussein et al. (2007), realizaron ensayos in vitro
utilizando una metodologia similar, y utilizaron 3 dosis de BTH en placas de Petri con S.
vesicarium, y observaron que no hubo diferencias significatvias en el control del patégeno en
relacion a su crecimiento. Diversos autores (Al-Masri & Barakat 2003; Triki et al. 2018; Ramteke
2019), han utilizado diversos patdégenos y relizaron evaluaciones de inductores como si fueran
fungicidas, determinando el efecto del crecimiento del hongo sobre las placas de Petri.

Para evular la aplicacion del inductor BTH en condiciones controladas, se realizaron los dos
ensayos en inverndculo, y se analizo la severidad de la “mancha gris de la hoja” en plantas de
tomate cv. ‘Elpida’. De las tres variables que se probaron para evaluar la severidad, la elegida fue el

numero de manchas totales por planta, la que resulté de utilidad ya que las restantes: escala
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diagramatica y tamafio de la mancha, no pudieron mostrar difernencias entre los tratamientos
probablemente debido al desarrollo aiin precoz de las manchas Porcentajes de control similares en
relacion al testigo (65-70 %) obtenidos en estos ensayos fueron reportados por Vallad & Goodman
(2004) utilizando BTH e INA en 12 cultivos diferentes contra mas de 30 plagas. Los mismos
porcentajes de control (70 %) se observaron en ensayos en invernaculos en plantines de tomate
inoculados con Clavibacter michiganensis con previa aplicacion de BTH (Baysal et al. 2003b).
Anith et al. (2004) encontraron que aplicaciones de BTH en tomate fueron efectivas para controlar
a Ralstonia solanacearum, disminuyendo la incidencia en un 20% aproximadamente respecto a los
testigos. Mientras que en otros ensayos con plantas de tomate en invernadero obtuvieron niveles
menores de proteccion (20 al 30 %), frente al marchitamiento bacteriano ocasionado por R.
solanacearum (Araujo et al. 2005; Pradhanang et al. 2005). En lo que refiere a estudios de RSA en
patosistemas que involucren hongos, Malolepsza (2006) encontré en tomates inoculados con
Botrytis cinerea resultados positivos con la aplicacion del BTH; solo el 27% de la superficie de las
hojas estaba afectada, mientras que en el control mas del 60%. Asimismo, Achuo et al. (2004)
encontraron que en tomates cultivados en invernaculo cuando fueron tratados 4 dias antes con el
inductor BTH, la severidad de B. cinera disminuia. En el trabajo de Amini (2009) el BTH redujo en
un 54% la severidad en plantas de tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp lycopersici,
mientras que con el mismo patosistema en estudio Benhamou & Bélanger (1998) encontraron que
cuando se aplico el BTH la aparicion de los sintomas fue posterior en el tiempo en plantas de
tomate como asi también se produjo un mayor numero de lesiones en la raiz en mas de un 70%.
Respecto al analisis de los parametros de crecimiento, el tratamiento BTH + CIDEFI 216
redujo la altura respecto al testigo pero cuando se analiz6 el numero de hojas no se encontraron
diferencias entre ambos tratamientos, en cambio el BTH si redujo la altura respecto al testigo
(Figura 3.10). Estos resultados son diferentes respecto a estudios de infeccion natural con diversos
patogenos foliares, con tratamientos con distintos inductores (entre los que estaba el BTH) en los
que no afectaron la altura (cm) de las plantas de tomate en dos evaluaciones; a los 30 y 60 dias (de
Araujo & Menezes 2009). En otro estudio evaluaron el efecto del BTH en el control de B. cinerea
en diferentes cultivos, entre los que estaba el tomate, y econtraron que las concenctraciones mas
altas del producto redujeron la severidad, pero asimismo también tuvieron efectos negativos al
reducir la altura de las plantas (Azami-Sardooei et al. 2013). En cultivos de arroz se analizaron
diferentes inductores, entre ellos el BTH, y encontraron porcentajes de control de dos enfermedades

muy importantes ocasionadas por Bipolaris oryzae y Cercospora oryzae, en algunas evaluaciones
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obtuvieron valores de control del 50%, asi como también un leve aumento en parametros de
crecimiento como altura y tamafio de la espiga respecto al testigo (Hossain et al. 2011).

Aunque la técnica para la determinaciéon de POX se utilizé en el apartado 3.2.1. y se pudo
evaluar actividad de la enzima, en los ensayos realizados con plantas de tomate la actividad no fue
detectable. Sin embargo, en ensayos en plantas de tomate con distintos inductores, cuando midieron
POX a los 50 dias encontraron que el tratamiento BTH habia incrementando la actividad enzimatica
el triple respecto al testigo (de Araujo & Menezes 2009).

Se sugiere que los compuesto fenodlicos causan inhibicidon frente a patdogenos, por estar
acumulados en la pared celular de las plantas y tener un rol en la neutralizacién de los radicales
libres (Ruiz & Romero 2001; Lattanzio ef al. 2006; Ringuelet & Vifia 2013). Cuando se analiz6 el
contenido de compuestos fenolicos totales en esta tesis en el ensayo 1, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos, sin embargo, a medida que avanzan las evaluaciones el
contenido de fenoles siempre es levemente mayor para el tratamiento de BTH (Figura 3.12). En
cambio, en el ensayo 2 los diferentes tratamientos a partir de la segunda evaluacién (12 dpa)
revelaron un incremento respecto al testigo (Figura 3.15).

Por otro lado, en un ensayo con plantas de cebolla tratadas con el inductor BTH evaluaron el
contenido de fenoles al dia 2 dpa y notaron que el tratamiento Stemphylium vesicarium + BTH
duplico al testigo (Kamal ef al. 2008). Ademas, en el mismo ensayo los fenoles con el tratamiento
de BTH tiene su maximo en el dia 8, triplicando al testigo y luego desciendi6 en el dia 10, por lo
que es importante considerar los momentos de evaluacion del parametro.

Por otra parte, en plantas de cafia de azucar tratadas con el inductor BTH e inoculadas con
Colletotrichum falcatum, el contenido de fenoles encuentdé un méximo a los 10 dpa. Al igual que lo
observado en esta tesis, el contenido de fenoles siempre es mayor en el tratamiento BTH (Ramesh
Sundar et al. 2009). En cambio, Bressan (2011) trabajé con plantas de poroto enfrentdndolo a
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli y midieron fenoles, no encontrando diferencias
significativas entre los tratamientos con BTH y el control. Baysal et al. (2005) constataron un
aumento significativo (5 veces mas que el control) del contenido de fenoles al 3 dpa BTH para el
tratamiento BTH + Phytophthora capsici.

La peroxidacion lipidica, siendo los &acidos grasos los principales componentes de las
membranas en las plantas, es una caracteristica importante de la muerte celular durante las
interacciones de las plantas con patdgenos (Ruiz & Romero 2001). En el ensayo 1, cuando se
realizd la determinacion de TBARS no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos; mientras que en el ensayo 2 se observé que a los 10 dpa y a la tercera evaluacion (35
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dpa) sélo el contenido de MDA en el tratamiento BTH es mayor respecto al testigo (Figuras 3.13 y
3.14).

Sktodowska et al. (2010) uilizaron BTH como inductor frente al patdégeno Erwinia
amylovora en plantas de manzana en invernaculos, entre otros parametros se midio el nivel de
peroxidacion de lipidos-TBARS a los 2, 7 y 14 dias, y encontraron diferencias significativas en la
primer evaluacion en favor del tratamiento con BTH aumentando 160 % comparando con el testigo.
Esté reportado que el aumento de peroxidacion lipidica puede participar en la sintesis de jasmonatos
u otros derivados de lipidos involucrados en las vias de sefiales y reacciones de respuesta de defensa
(Weber 2002; Kachroo & Kachroo 2009). Aunque no se hayan encontrado diferencias en estos
ensayos, en los tratamientos con BTH hay una tendencia al aumento de TBARS. Esto puede
explicarse porque la peroxidacion de los lipidos de las membranas pueden causar su deterioro,
disminucioén de la fluidez, inactivacion de receptores y enzimas unidos a membranas, permeabilidad
a iones y eventualmente, su ruptura (Gutteridge 1995). Estos resultados avalan que el BTH en la
concentracion utilizada provocé cambios en la planta que condujeron a una reduccion de la
severidad de Stemphylium.

En un invernadero comercial se analizo el efecto de inductores de RAS sobre la infeccion
natural de Passalora fulva en plantas de tomate para lo cual se realizaron dos ensayos de duracion
de 5 meses.

Considerando el Ensayo 1 para ambas evaluaciones 83 y 97 (dpa i) y en los dos estratos de
hojas evaluados (Hoja 1 y 2) se lograron niveles de reduccion de la enfermedad del 60-70%.,
conjuntamente con el aumento de la actividad POX para los tratamientos C1F1 y C3F3 en relacion
al Testigo (Figuras 3.16-3.19). No se han encontrado trabajos con determinaciones de POX en
ensayos a campo, por lo que en la tesis se realizan comparaciones con los trabajos realizados en
macetas en invernaculos, con tiempos de evaluacion menores. En el dia 5 después de la inoculacion
el tratamiento con BTH + Clavibacter tuvo el triple de actividad POX en relacion al Testigo. En los
dias 2, 3 y 7 no hubo diferencias significativas entre los tratamientos y a partir de la Ultima
evaluacion los niveles de POX descendieron (Baysal ef al. 2003b). En otro trabajo, la actividad de
POX comenzo a incrementarse a los 4 dias después de la aplicaciéon de BTH para el tratamiento
BTH + S. vesicarium, y esto se repiti6 en todos los momentos evaluados: 6, 8 y 10 dias post
aplicacion. El mismo patron se observo para el tratamiento solo de BTH pero en menor nivel
(Kamal et al. 2008). En relaciéon al contenido de Fenoles totales, en el caso de la Hoja 1, los

tratamientos C2 en ambas frecuencias (F1, cada 7 dias y F2, cada 15 dias) son los que tuvieron
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mayor contenido en relacion al testigo, mientras que en la Hoja 2 los tratamientos C1 en ambas
frecuencias son los que tuvieron mayor contenido (Figuras 3.17 y 3.19).

En un estudio muy amplio Louws et al. (2001), plantearon una red de ensayos a campo en
Estados Unidos, para evaluar el efecto del inductor BTH (35 g a. i./ha) en aplicaciones cada 7 y 14
dias, contra la enfermedad causada por Xanthomomas anoxopodis pv. vesicatoria y por
Pseudomonas syringae pv. tomato; concluyeron que fue efectivo frente a estas bacterias mientras
que el rendimiento no fue afectado. En el mismo trabajo evaluaron diferentes dosis (17,5;35y 70 g
a. i./ha), y encontraron que al inicio del cultivo con la dosis mds baja no se controlo la enfermedad y
al final de la temporada tenia igual efecto que la utilizacion de la dosis media, mientras que la
aplicacion de la dosis més alta no provoco valores mayores de control. Cole (1999) cuando estudio
Pseudomonas syringae pv. tabaci observo que el inductor BTH redujo mas del 60 % las zonas de
clorosis y necrosis en plantas de tabaco, tanto en condiciones controladas como a campo. En
ensayos a campo con Tomato Spotted Wilt Virus (TSWYV) cuando incorporaron al BTH se pudo
observar el efecto positivo en una reduccion del 50 % que tuvo este en el control de la enfermedad
pero reportaron una leve toxicidad del producto en concentraciones mas elevadas (26 g a. i./ha) que
las utilizadas en este trabajo (Momol et al. 2004). En el siguente trabajo Téfoli & Domingues
(2005) analizaron varios productos para el control de la enfermedad causada por Alternaria solani
sobre un cultivo comercial de tomate y encontraron que la aplicacion conjunta de fungicida mas el
inductor BTH, siempre repercutié en un mejor control. Considerando al patdogeno Xanthomomas
campestris pv. vesicatoria de tomate en ensayos en invernaculos encontraron que el BTH redujo la
severidad de la enfermedad en valores mayores al 60 %. En el mismo trabajo se describen ensayos a
campo para el patosistema en estudio, y la la reduccion de la severidad en frutos cosechados para el
BTH en relacion al Testigo fue del 50 % (Abbasi ef al. 2002).

En cuanto al analisis del rendimiento en los ensayos a campo realizados en esta Tesis, como se
menciond no hay variacion en funcioén de los tratamientos (Figura 3.20 y 3.22), y en ambos se
observd que la concentracion mas alta (C3) de BTH en ambas frecuencias redujo levemente el
rendimiento respecto al Testigo indicando cierto grado de fitotoxicidad. Esto coincide con Louws et
al. (2001) quienes tampoco encontraron una fitotoxicidad notable en cultivos de tomate en los
multiples ensayos realizados; sin embargo, si la mencionan en ensayos con otros cultivos; pimiento
y tabaco.

En un ensayo realizado a campo de tomate inoculado con Ralstonia solanacearum observaron
el efecto negativo de la aplicacion del inductor BTH sobre el rendimiento, a pesar de haber

reducido la enfermedad (10-14%) en relacion al testigo (Kunwar et al. 2017).
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En los dos ensayos a campo realizados en esta tesis se manifestd que algunos tratamientos
tuvieron un rendimiento levemente superior y otros levemente inferior al testigo. Esta reduccion de
rendimiento si bien no es estadisticamente diferente es importante considerarla desde el punto de
vista comercial para los productores, dicha observacion también la sostienen en su trabajo Huang et
al. (2012) cuando analizaron en varios ensayos de tomate inoculados con Xanthomonas vesicatoria
y observaron que la mayor reduccion de la enfermedad la lograron con aplicaciones semanales de
BTH, mientras que el rendimiento no fue afectado. En cultivos a campo de tomate inoculados con
Xanthomonas vesicatoria previamente inducidos con BTH, en experimentos de dos afios diferentes,
el rendimiento no mostrd diferencias significativas con el Testigo (Al-Dahmani et al. 2003). En
ensayos a campo de cultivos de tomate organico encontraron que no habia diferencias en el
rendimiento entre los distintos tratamientos de control (caldo bordeles y otros, pero no evaluados
como inductores) que redujeron la enfermedad causada por Stemphylium solani (Vieira Ferreira
2014). En trabajos con pimientos en experimentos en invernaculos y campo evaluando el efecto de
Xanthomonas axonopodis pv.vesicatoria encontraron que hubo reduccién en el crecimiento e
incluso en el rendimiento por efecto del BTH (Louws et al. 2001; Romero et al. 2001a).

Como sostienen Walters et al. (2005) la efectividad de la RSA depende de muchos factores;
del genotipo de las plantas, del ambiente, del tipo de inductor, de la fenologia del cultivo, de las
dosis empleadas de los inductores, entre otras. Es importante optimizar todos los factores para
lograr una aplicacion de esta herramienta, que sea econdmica y adoptable en los manejos
tecnologicos de los productores, como afirman también Beckers & Conrath (2007) que el BTH no
logré6 una mayor difusién entre los productores debido al papel promotor del compuesto y no
curativo, una vez que aparecio la enfermedad. Como menciona Huang et al. (2012) el periodo entre
la aplicacion del BTH vy la activacion de RSA en tomate es relativamente corto, unos 3 a 7 dias,esto
es debido a que el producto se trasloca rapidamente. Es necesario terminar de ajustar las dosis y
frecuencias de aplicacion del BTH como para optimizar su uso en cada patosistema.

Es importante sefialar los alcances de las escalas de estudio y evitar generalizaciones
(Hemming 2011). Como sostienen varios autores (Romero et al. 2001b; Huang et al. 2012; Llorens
et al. 2017) existen teorias de que la energia y los recursos que las plantas desvian a la sintesis de
compuestos defensivos, no puede ser utilizada en el metabolismo primario, provocando la
reduccion del crecimiento y por ende disminuyendo el rendimiento. Por otro lado, estos autores
también sugieren el efecto sinérgico de que los inductores sean aplicados con un plan de manejo
fitosanitario clasico en los campos productivos. A pesar de que en la bibliografia existen se

menciona lo sefalado de reduccion de rendimiento, en el presente estudio los ensayos en cultivos
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comerciales de tomate con la aplicacion del BTH provocaron simultaneamente reducir la severidad

de la enfermedad en estudio y no ocasionar alteraciones en los rendimientos.
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3.5. CONCLUSIONES PARCIALES.

El BTH en los ensayos de hojas desprendidas redujo la severidad de la “mancha gris de la hoja” en

un 37 %.

El indice de verdor (SPAD) y el contenido de clorofila revelaron que el BTH puede generar

fitotoxicidad en las hojas de tomate.

El BTH en el ensayo en plantas de tomate bajo condiciones controladas redujo promisoriamente la

severidad en un 65-70 %.

La medicion de los parametros de crecimiento vegetal como la altura y el numero de hojas

revelaron que el BTH puede generar fitotoxicidad en las plantas de tomate.

Los fenoles totales y TBARS no mostraron ser utiles como parametros indicadores de la activacion

de RSA en el ensayo estudiado.
El BTH redujo también los niveles de severidad en un 50-70 % de P. fulva en cultivos de tomate

bajo invernaculos de produccion comercial, y no se observaron alteraciones en los rendimientos del

cultivo.
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Capitulo 4.

Conclusiones Finales y Perspectivas.
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CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

Cuarenta y nueve aislamientos monospdricos pertenecientes al género Stemphylium que se
obtuvieron a partir de muestras de hojas con sintomas de “mancha gris de la hoja de tomate”,
colectadas de diversas variedades comerciales y procedentes de las provincias de Buenos Aires y
Corrientes durante las campafias correspondientes al periodo 2010-2013, revelaron diferencias
fenotipicas en crecimiento, pigmentacion y morfometria del sistema conidial, existiendo algunos
aislamientos que fueron incapaces de esporular bajo las condiciones de cultivo in-vitro analizadas.

En base de la secuencia amplificada del ITS, los aislamientos CIDEFI 210, CIDEFI 212 y
CIDEFI 216 estan filogenéticamente asociados a un complejo de especies de Stemphylium, y las
caracteristicas morfométricas de los conidios de los aislamientos estudiados coinciden a las
reportadas para S. lycopersici.

Esta Tesis es el primer trabajo en el que se registran datos sobre el perfil de metabolitos
secundarios del género Stemphylium en Argentina, que es compatible con una estrategia
competitiva tipica de fitopatdogenos necrotrofos. Aunque existe variabilidad en la sintesis de
metabolitos secundarios por los aislamientos CIDEFI estudiados, entre los 23 identificados, la
infectopirona es el metabolito més representado.

El aislamiento CIDEFI 216, cuyo fenotipo varia segin los condiciones de cultivo,
incluyendo su respuesta al estrés hidrico, es capaz de afectar diferencialmente el material foliar de
diferentes cultivares de tomate. Este aislamiento es polifago, revelando también sintomatologia de
manchas foliares sobre otras especies vegetales.

Bajo ciertas condiciones de aplicacion, el BTH reduce la severidad del aislamiento CIDEFI
216 en hojas de tomate. Aunque su respuesta en planta no es estable y puede causar fitotoxicidad, el
BHT es una molécula que tiene potencial en la induccion de la proteccion del tomate frente a la
“mancha gris de la hoja de tomate”. La fitotoxicidad se observo en ensayos en plantas de tomate
cuando se aplic6 BTH (a una concentracion de 50 mg/l) sobre plantas con 4 hojas expandidas,
cultivadas en un invernaculo bajo condiciones controladas. También, en los ensayos en cultivos de
tomate bajo invernaculos de produccion comercial se observd que luego de 10 aplicaciones del
inductor BTH, contemplando todo el ciclo del cultivo, con la concentracion mas alta (C3; 0,075 g/1)
en ambas frecuencias (F1, cada 7 dias y F2, cada 15 dias) redujo levemente el rendimiento respecto
al Testigo indicando cierto grado de fitotoxicidad.

Esta Tesis es el primer reporte de estudio del patosistema: Tomate-Stemphylium,

contribuyendo al posible rol de la RSA en el manejo de la enfermedad. Pardmetros como TBARS,
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fenoles totales y la actividad POX no son indicadores fidedignos de la activaciéon de RSA. No
obstante, su estimacion puede contribuir en el monitoreo de la interaccion entre tomate y

Stemphylium en presencia de BHT.

En base a lo realizado en esta Tesis, se rechaza la primera hipdtesis planteada, ya que la
“mancha gris de la hoja en tomate” estuvo asociada solo a representantes del género Stemphylium,
aun cuando no se pudieron identificar los aislamientos obtenidos a nivel especifico.

En relacion a la segunda hipotesis planteada en este trabajo, ésta también es rechazada
puesto que los parametros evaluados como potenciales indicadores de RSA no mostraron ser utiles

como evidencia positiva de su activacion.

Aunque en esta Tesis en los ensayos en invernaculo de produccioén no se plantd un estudio
utilizando un amplio rango de concentracioén y frecuencia de aplicacion de BTH -como estrategia
potencial de activacion de RSA-, sobre la base de los datos obtenidos se recomienda, como
prometedor el uso de BTH a una concentracion en el rango de 0,025 - 0,05 g/l utilizando una

frecuencia de aplicacion semanal en forma de pulverizacion foliar.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se propone en el futuro:

- Utilizar otros marcadores moleculares como gpd (gliceraldehido 3-fosfato) para completar la

identificacion a nivel molecular de los aislamientos CIDEFI obtenidos en esta tesis.

- Evaluar en este patosistema si otras actividades enzimadticas y parametros quimicos en

plantas pueden ser utilizados como indicadores de RSA.

- Optimizar los procesos de extraccion de enzimas de utilidad como indice de establecimiento

de RSA.
- Detectar la induccion de RSA por medio del analisis de la expresion de proteinas PR’s,

incluyendo diferentes enzimas relacionadas con la RSA, bajo condiciones controladas y variando la

dosis del inductor.
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- Evaluar variaciones en la dosis, frecuencia y duraciéon de la proteccion que ejerce la RSA (o

el producto BTH) en el patosistema Stemphylium - tomate bajo condiciones de invernaculo.

- Evaluar el nivel de proteccion a diferentes dosis con fertilizacion nitrogenada, a fin de

reducir los sintomas de fitotoxicidad del BTH.
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Anexo

Se analiz6 el perfil metabolico de 20 aislamientos cuando éstos se cultivaron en el medio
DRYES, en el eje x se observa el tiempo de retencion en (min), mientras que en el eje y se muestra

la intensidad de la sefial (intens.).
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