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RESUMEN

Esta investigacion focalizd su interés sobre el olivo por su trascendente valor productivo y
comercial dentro de los cultivos no convencionales en Argentina. En plantaciones de olivos se
observo un sindrome de desecacion, amarillez, defoliaciones, pérdidas de vigor en raices,
pudricion y muerte denominada seca de olivos. En todos los casos estudiados de hallo
involucrado al patogeno P. palmivora. En Argentina, en las ultimas décadas se observo el
aumento de la incidencia de esta enfermedad y no existe aun un método de control eficaz. El
objetivo fue estudiar los suelos de olivares y caracterizar bacterias cultivables constitutivas de la
microbiota del suelo rizosférico de olivo para hallar un método de control bioldgico eficiente y
agrosustentable. Como resultados se obtuvieron 452 bacterias a partir de suelo rizosférico de
olivo. Entre éstas se hallaron 63 bacterias termorresistentes de las cuales una de ellas fue
caracterizada por su eficiente actividad antifungica, identificada y depositada en GenBank bajo
el numero de acceso KJ464036. Esta bacteria perteneciente al género Bacillus fue capaz de
controlar el desarrollo del patdgeno P. palmivora en un 87,5 % in vitro y en un 84,8 % in vivo.
El mecanismo de supresividad involucrado encontrado hasta el momento fue la produccion de la
enzima [-1,3-glucanasa bacteriana con actividad micolitica. P. palmivora mostré un efecto
deletéreo sobre las plantas observado a través de un elevado porcentaje de plantas sintomaticas a
los 50 d.p.i, presencia de amarillez y desecacién en hojas y raiz. En presencia de P. palmivora el
bioformulado experimental con 10° UFC.gss" ejercio control sobre el hongo, reflejado en
ausencia de sintomas y en un mejor crecimiento vegetal. La accion benéfica de Bacillus
KJ464036 estuvo influida por el patégeno P. palmivora. La interaccidn microorganismo-planta
ofrece una estrategia prometedora y ambientalmente amigable para la agricultura convencional y

organica en todo el mundo.

Palabras clave: Phytophthora palmivora, Olea europaea L., Bacillus KJ464036, biopesticida



RESUMO

Esta investigacion centra o seu interese sobre a oliveira polo seu transcendente valor produtivo e
comercial dentro dos cultivos non convencionais en Arxentina. En plantacions de oliveiras
observaronse sindromes de desecado, amarelado, perda de follas e de vigor en raices, podremia e
morte que foron denominados seca de oliveiras. En todos os casos estudados achouse
involucrado o patoxeno P. palmivora. En Arxentina, nas Gltimas décadas observouse o aumento
da incidencia desta enfermidade e non existe ainda un método de control eficaz. O obxectivo foi
estudar os chans de oliveirais e caracterizar bacterias cultivables constitutivas da microbiota do
solo rizosférico de oliveira para atopar un método de control bioldxico eficiente e
agrosustentable. Como resultados obtivéronse 452 bacterias a partir de solo rizosférico de
oliveira. Entre estas acharonse 63 bacterias termorresistentes das cales una delas foi
caracterizada pola sua eficiente actividade antifiinxica, identificada e depositada en GenBank
baixo o numero de acceso KJ464036. Esta bacteria pertencente ao xénero Bacillus foi capaz de
controlar o desenvolvemento do patéoxeno P. palmivora nun 87,5 % in vitro e nun 84,8 % in
vivo. O mecanismo de supresividade involucrado atopado até o momento foi a producion da
encima B-1,3-glucanasa bacteriana con actividade micolitica. P. palmivora mostrou un efecto
deletéreo sobre as plantas observado a través dunha elevada porcentaxe de plantas sintomaticas
aos 50 d.p.i, presenza de amarelado e desecado en follas e raiz. En presenza de P. palmivora o
bioformulado experimental con 109 UFC.gss™ exerceu control sobre o fungo, o que tivo reflexo
na ausencia de sintomas e nun mellor crecemento vexetal. A accion benéfica de Bacillus
KJ464036 estivo influida polo patéxeno P. palmivora. A interaccidn microorganismo-planta
ofrece unha estratexia prometedora e ambientalmente amigable para a agricultura convencional e

organica en todo o mundo.

Palabras chave: Phytophthora palmivora, Olea europaea L., Bacillus KJ464036, pesticida

bioloxico.



ABSTRACT

This research focuses its interest in the olive tree because of its transcendent production and
commercial value offered within the unconventional crops in Argentina. In the plantings of olive
trees it was observed a drying syndrome, yellowing, defoliation, loss of vigor in roots, rot and
death called drying of olive trees. In all the studied cases the pathogen P. palmivora was
associated. In Argentina, in the last decades the increased incidence of this disease was observed
and there is still no effective method of control. The objective was to study olive tree soils and to
characterize cultivable bacteria constitutive of the microbiota of olive rhizosphere soil to find a
method of efficient and agro-sustainable biological control. As a result, 452 bacteria from olive
rhizosphere soil were obtained. Among these, there were 63 thermo-resistant bacteria one of
which was characterized by its efficient antifungal activity, identified and deposited in GenBank
under the access number KJ464036. This bacterium belonging to the Bacillus genus was able to
control the development of the pathogen P. palmivora in 87.5 % in vitro and 84.8 % in vivo. The
involved suppressive mechanism found so far was the production of B-1.3-glucanase bacterial
enzyme with mycolic activity. P. palmivora showed a deleterious effect on plants observed
through a high percentage of symptomatic plants at 50 dpi, the presence of yellowing and drying
in leaves and roots. In the presence of P. palmivora, the experimental bio-solution with 10 °
UFC.gss™' exerted control over the fungus reflected in the absence of symptoms and a better
plant growth. The beneficial action of Bacillus KJ464036 was influenced by the pathogen P.
palmivora. The microorganism-plant interaction offers a promising and environmentally friendly

strategy for conventional and organic agriculture worldwide.

Key words: Phytophthora palmivora, Olea europaea L., Bacillus KJ464036, Biological

fungicide



ABREVIATURAS

ACP: Analisis de Componentes Principales.

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

AN: medio de cultivo nutritivo agarizado.

AWCD: media del color desarrollado por densitometria dptica (Average well-color
development).

CAS: medio de cultivo azul agarizado (Chrome azurol S).

CLPPs: Perfiles fisiologicos a nivel de comunidad (Community Level Physiological
Profiles).

Cmic: Carbono proveniente de biomasa microbiana.

COI: Consejo Oleicola Internacional.

Corg: Carbono proveniente de la materia organica del suelo.

C-CO: Carbono total del suelo.

DMRT: test de rango multiple de Duncan (Duncan's Multiple Range Test).

DO: Densidad optica.

d.p.i.: Dias post-infestacion.

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético.

EPA: Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
GPS: Sistema de Posicionamiento Global.

INPIL: Instituto Nacional de la Propiedad Intelectual.

ITS: region de RNA no funcional situada entre RNA ribosomal estructural

(rRNA) sobre un trascripto precursor comun (Internal Transcribed Spacer).

MOS: Materia orgénica del suelo.

NOA: Region del Noroeste Argentino.

OEPP: Organizacion Europea y Mediterranea para la Proteccion de Plantas.

P: valor de probabilidad de un test estadistico.

PBI: Producto Bruto Interno.

PCR: Reaccion en cadena de la enzima DNA polimerasa (Polimerase chain reaction).
PGPB: Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria).
PGPF: Hongos promotores del crecimiento vegetal (Plant Growth-Promoting Fungi).

PGPR: Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant Growth Promoting



Rhizobacteria).

PGPY: Levaduras promotoras del crecimiento vegetal (Plant Growth-Promoting Yeast).
POA: Region de la Pampa Ondulada Argentina.

pNP: para-Nitro-Fenol.

pNPP: para-Nitro-Fenil-Fosfato.

RES: Respiracion basal del suelo.

SAGPyA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos.

SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria.

TBR: Biseccion y reconexion del arbol (Tree Bisection and Reconnection).
TAE: Tris 4cido acético.

TSA: medio de cultivo agarizado con Tripteina de soya.

THAM: Tris-hidroxi-metil-aminometano.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

V8-PARPNH: medio de cultivo especifico para el desarrollo de Phytophthora sp

II
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CAPITULO 1

“Porque Después De Todo He Comprendido
Que Lo Que el Arbol Tiene De Florido
Vive De Lo Que Tiene Sepultado”

Francisco Luis Bernardez (1900-1978)



CAPITULO 1

1. Introduccion

El Banco Mundial sobre la base de estadisticas elaboradas por ONU informa el rango
por paises de superficie cultivada. La Fig. 1.1. muestra los primeros 18 paises del rango que
tienen suelos cultivados por mas de 17 millones de hectareas cada uno. Esos paises totalizan
972.786.000 hectareas, el 70,4 % del total mundial. Entre los cuales, Argentina representa el
2,2 % del area cultivada mundial y ocupa el décimo lugar en dicho rango.

La cantidad de suelos cultivados en el el planeta es de 1.381.000.000 hectareas
(13.800.000 km?). En este sentido el algoritmo utilizado en la visualizacion de datos de la
Fig. 1.1. permite discriminar por color, en un rango de verde claro al oscuro, el orden en el
rango de los paises con suelos cultivados en mas de 17 millones de hectareas. El color mas

claro representa los paises con mayor cantidad de hectareas cultivadas.



18,345,000
17

Figura 1.1. Paises con suelos cultivados en mas de 17 millones de hectareas cada uno

1.1. El cultivo del olivo en Argentina

La produccion del olivo en Argentina comenzé en la década de 1930 debido a que el
comercio con Espafia, su principal abastecedor, se vio afectado por la Guerra Civil. Para
asegurar el normal abastecimiento el gobierno argentino tomo la iniciativa de promocionar el
sector olivicola. En 1965 Argentina contaba con mas de 4.600.000 plantas manejadas en
forma tradicional y sin tecnologias adecuadas segtn lo publicado por Céceres et al., (2009).

En la década de 1970 el aumento del consumo de aceite mezcla de girasol y maiz
determind que el mercado de aceite de oliva perdiera actividad, por lo cual se eliminaron
plantaciones en forma masiva. Por otra parte, las progresivas sequias registradas en la Cuenca
del Mediterraneo, los cambios en los héabitos de consumo y la promocion de la actividad

econdmica argentina a partir de diferimientos impositivos condujeron a que la produccion de



aceite de oliva se encontrara nuevamente en expansion.

Actualmente Argentina es el séptimo productor mundial de aceitunas de mesa y es el
décimo productor mundial de aceite de oliva. En 2012 ambos productos generaron
exportaciones por mas de 30.000.000 de dolares segiin Ladux et al., (2012). Acorde con lo
expresado, el cultivo del olivo ocupa 87.000 mil hectareas en el pais con una produccion
promedio de 100.000 toneladas de aceitunas y 25.000 toneladas de aceite de oliva. En tanto,
sus productos y subproductos constituyen el 1 % de la produccion mundial y en total aportan
185.000.000 de dolares por afio a la produccion nacional. Empero, a pesar de encontrarse en
plena expansion de superficie productiva existen pocos estudios especificos sobre la sanidad
del olivo en Argentina.

Segun el Censo Nacional Agropecuario de 2012 del total de produccion las provincias
con mayor superficie son Catamarca, La Rioja, Mendoza y San Juan, aunque también existen
plantaciones de olivo en Cordoba, Buenos Aires y Salta. El 65 % corresponde a plantaciones
con destino aceite y el 33 % a aceituna en conserva. Como resultado de las producciones
tradicionales, de los diferimientos impositivos, y de estas inversiones, la superficie en 2012
de las principales provincias productoras fue de 87.650 hectareas, como se muestra en la
Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Superficie cultivada con olivo en las principales provincias productoras en Argentina

Provincias Superficie (hectareas)
Catamarca 24500

La Rioja 20500

San Juan 19500

Mendoza 15500

Cordoba 3000

Buenos Aires 3000

Salta 1650

Total 87650

Segtin datos del Consejo Oleicola Internacional (COI) el consumo promedio nacional
fue de 15.000 toneladas anuales y en el caso del aceite de oliva, fue de 5.420 toneladas por

afno.



En Catamarca la produccion olivicola es muy reciente. La edad de las plantaciones
promedia los 10 afios y es la principal productora de aceite de oliva de Argentina. La
produccion se localiza en las regiones del Valle Central (Capayan y Valle Viejo), el Bolson
de Pipanaco (Poman) y las zonas de altura (Tinogasta). Alrededor del 80 % de las variedades
cultivadas son aceiteras, entre las que se destacan Arbequina, Frantoio, Barnea y Coratina. El
20 % restante corresponde a las de doble propdsito, como Manzanilla y Empeltre.

En tanto en la provincia de La Rioja la olivicultura se desarrolla principalmente en el
departamento de Arauco. La principal variedad es Arauco con 70 % de la superficie
cultivada, mientras que el 30 % restante comprende variedades aceiteras como Arbequina,
Manzanilla, Frantoio, Empeltre, Picual, Barnea y Farga.

Por otra parte, en Mendoza el olivo es uno de los cultivos mas destacados. Su
importante eslabon industrial elabora conservas y aceites de oliva de reconocida calidad. Las
principales zonas de producciéon se encuentran en los departamentos de Maipu, Rivadavia,
Junin, San Rafael, San Martin, Lavalle y Guaymallén. Las zonas de produccion se
caracterizan por tener un clima semiarido con escasas precipitaciones, debiendo
complementar las necesidades hidricas con diversos sistemas de riego artificial como en las
demas provincias del oeste argentino. El 59 % de las aceitunas producidas se destinan a
conservas, con predominio de las variedades Arauco y Manzanilla. El 41 % restante se
destina a la fabricacion de aceites de oliva, principalmente Arbequina, Farga, Empeltre y
Frantoio.

En San Juan la olivicultura es una actividad econémica de destacada importancia y
tradicion. El 60 % de las plantaciones corresponden a cultivos menores a los 10 afios de edad
relacionados con los nuevos emprendimientos diferidos, y el resto corresponde a olivares
tradicionales de mas de 25 afios de antigiiedad. El 60 % de las variedades son aceiteras tales
como Arbequina, Picual, Frantoio y Empeltre, el 22 % de la produccion corresponde a
aceitunas de mesa de la variedad Changlot Real y el 19 % de variedades de doble propdsito
como Arauco y Manzanilla.

Por su parte la provincia de Cordoba, cuenta con una superficie cultivada de 3.000
hectareas. En general, se trata de plantaciones de mas de 25 afios que mayormente producen
conservas en salmuera y aceites de oliva organicos, ya que el 60 % de esta cadena de valor en
la provincia se encuentra bajo certificacion organica. Las principales variedades implantadas
se reparten entre el 70 % destinado a la produccion de aceite de oliva (Arbequina y Frantoio)
y el 30 % destinado a la produccion de conservas (Manzanilla, Arauco, Nevadillo, Farga,

Empeltre y Ascolano).



En Buenos Aires, la olivicultura se desarrolla principalmente en Coronel Dorrego,
donde se elabora aceite organico certificado para exportar en un 80 %. Por otra parte en la
provincia de Salta, la olivicultura se encuentra en plena expansion.

Estados Unidos es el mayor comprador de aceite de oliva virgen, seguido por Brasil.
No obstante se observo que las principales pérdidas econdomicas de olivos en Argentina son

causadas por enfermedades.

1.1.1 Enfermedades del olivo en Argentina causadas por patégenos fiingicos

Segun Oriolani y Pérez, (2008) las principales enfermedades que causan dafios
potenciales en el olivo en Argentina son las siguientes:
Rama seca, es una enfermedad asociada a la interaccion de factores biodticos y abidticos:
hongos pertenecientes a los géneros Phytophthora, Pythium, Verticillium, Fusarium,
Rhizoctonia, Cylindrocarpon, Armillaria y Rosellinia.
Cercosporiosis, causada por el hongo Cercospora cladosporioides.
Seca, quema de hoja, el agente etiologico de esta enfermedad es Phyllosticta panizzei.
Mancha ocular, el agente etiologico de esta enfermedad es Spilocaea oleaginea.
Oidio blanco, el agente etioldgico de esta enfermedad es Leveillula taurina.
Antracnosis, el agente etiologico de esta enfermedad es Gloesporium olivarum.
Fumagina, los agentes etiologicos de esta enfermedad son Capnodium aleophilum,
Aureobasidium sp., Coniothecium sp. entre otros.
Tizon apical, los agentes etiologicos de esta enfermedad son hongos pertenecientes al género
Phomopsis.
Escudete, el agente etioldgico de esta enfermedad es Macrophomina dalmatica.
Verticilosis, el agente etiologico de esta enfermedad es Verticillium dahliae.
Pudricién basal, el agente etiologico de esta enfermedad es Sclerotium rolfsii.
Pudriciéon del cuello y de las raices, el agente etiologico de esta enfermedad es
Phytophthora spp.

Marchitez, los agentes etiologicos de esta enfermedad son especies del género Fusarium

Spp.



1.1.2. Patologias del olivo causadas por Phytophthora spp.

En Espafia aparecid un sindrome de desecacion y muerte de plantones de olivo
denominado seca de olivos jovenes. Ademas, los casos en los que la muerte de plantones esta
asociada con podredumbres radicales son muy numerosos. Su principal agente causal es
Phytophthora megasperma también afecta a las raices de los olivos adultos, produce
amarillez, defoliaciones y pérdida de vigor segun lo publicado por Sanchez-Hernandez et al.,
(1998) y Guerrero-Barquero, N. (2003).

De manera semejante, en Aimogasta, La Rioja, Argentina, la incidencia de
Phytophthora spp. aparecio6 recientemente dando lugar a un nuevo problema fitopatologico
en el olivo para el que no existe aun un método de control eficaz segiin lo publicé Matias,
A.C. (2012).

Las especies de Phytophthora son principalmente patdogenas de dicotiledoneas y son
relativamente especificas de las plantas que parasitan. Varias especies son patdogenas de
plantas de considerable importancia econdmica. Las enfermedades en las plantas originadas
por este género son dificiles de controlar quimicamente, por eso como estrategia contra ellas
se utiliza en algunos casos la implantacion de variedades resistentes segun publicaciones de

Lucas, J.A. (1991) y Erwin y Ribeiro, (1996).

1.1.3. Patogenia de Phytophthora spp. en olivo

Phytophthora spp. requiere determinadas condiciones en el suelo para poder atacar y
dafiar al olivo. Principalmente los ataques se producen en suelos que mantienen cierto
encharcamiento o un alto contenido de humedad durante la época de calor (temperaturas del
suelo entre 15 y 25 °C). La mayoria de los dafios se producen en primavera y verano después
de lluvias y en suelos con drenaje lento.

Este patdgeno se encuentra en el suelo en forma de estructuras de supervivencia que
son las oosporas. Cuando el suelo esta saturado de agua y la temperatura esta entre 10 a 35
°C, las oosporas germinan produciendo esporangios que emiten zoosporas moviles. Estas
ultimas son capaces de nadar en el agua del suelo y son atraidas quimicamente por los
exudados de las raices del olivo en las que establecen la infeccion.

Tras la infeccion se desarrolla la necrosis cortical de las raices y ésto da lugar a un



aumento de la poblacion del patdégeno. El patogeno se desarrolla rapidamente en sucesivos
ciclos de infeccion, produciendo nuevos esporangios y multitud de zooporas infectivas en
condiciones de saturacion hidrica del suelo. En condiciones controladas el factor mas
influyente sobre la severidad de las infecciones es la duracion del periodo de encharcamiento
del suelo.

Otros factores como temperatura, tipo de suelo, densidad del ino6culo del patdgeno, son
poco significativas sobre la severidad de la infeccion. En cambio el encharcamiento del suelo
estéril produce necrosis en las raices debido a las condiciones de anoxia que originan la
asfixia radical. Entonces se trata de un policiclo bioldgico que se origina en varias etapas tal
como se muestra en la Fig. 1.2.

Las zoosporas ingresan a la planta sana susceptible por raiz y desarrollan a estado
micelial. En esta etapa aparecen los sintomas sobre el cultivo. Luego el ciclo contintia en el
suelo donde se liberan las oosporas. Las oosporas desarrollan a micelio y éste de nuevo
produce oosporas. El micelio produce esporangios que producen zoosporas, éstas en el suelo
producen el quiste que nuevamente produce oosporas segun lo publicado por Sanchez et al.,

(1998).

planta
enlerma

planta sana
susceplible

Policiclo

Figura 1.2.
Policiclo de
Phytophthora

spp. en olivo (Sanchez-Hernandez et al, 1998)



1.1.4. Phytophthora spp. en el mundo

En Europa se obtuvo una seleccion de 23 nuevos taxa a partir de bosques y ecosistemas
semi-naturales de los cuales 13 fueron descriptos oficialmente. Las principales razones para
este descubrimiento fue una inspeccion a gran escala para especies provenientes del suelo en
mas de un millar de bosques estimulados por devastaciones de arboles, segin los trabajos
publicados por Jung et al., (2000), Vettraino et al., (2002), Jung y Blaschke (2004) y Jung y
Burgess (2009).

El desarrollo de las nuevas tecnologias increment6 la disponibilidad de herramientas
moleculares. ésto ayudd a descubrir nuevas especies de Phytophthora erroneamente
identificadas como especies conocidas debido a su indistinguible morfologia y fisiologia tal
como se observo en los trabajos de Brasier ef al., (2003) y Jung et al., (2003).

Algunas importantes enfermedades producidas por Phytophthora son:

Phytophthora infestans en Estados Unidos e Irlanda Phytophthora infestans, causante del
tizon tardio de la patata que provocd la gran hambruna de Irlanda entre 1845 y 1849 y que
origind la extraordinaria emigracion de irlandeses a Estados Unidos.

Phytophthora ramorum causante de la muerte sibita del roble, es un exdtico patogeno

vegetal que caus6 extensiva mortalidad en bosques costeros en California desde mediados de
los 1990s, ocasionando una enfermedad de chancro fatal en robles susceptibles (Quercus
spp.) y litocarpos (Lithocarpus densiflorus). El patégeno invadi6é adicionalmente un area
pequeiia al sudoeste de Oregon, y causé mortandad de litocarpos Lithocarpus densiflorus e
infecciones sobre Rhododendron spp., P. ramorum tiene un extenso y expansible rango de
hospederos de alrededor de 40 géneros de plantas, cercanos a las especies de arboles
dominantes en California, perennes y bosques de secoya son potenciales hospedadores. El
patégeno también causa infecciones no letales en numerosos arboles de madera dura o
bosques de coniferas, sotobosques arbustivos, y plantas herbaceas segin lo publicado por
Fichtner et al., (2009).
Phytophthora palmivora fue descripta como el agente causal de podredumbre radical de
olivos en Italia donde fue aislada de arboles de olivo colapsados en la publicacion de
Cacciola et al., (2000). En Espafia fue confirmada como un patoégeno de olivo aunque P.
megasperma es mas frecuentemente asociado con sintomas de campo segin lo publicd
Hernandez et al., (1998).

Phytophthora alni: Pudricion de las raices en el aliso, publicado por Brasier et al., (2004).



Phytophthora cactorum: Pudricion de las raices en rododendros y azaleas, publicado por
Utkhede et al., (2002).

Phytophthora cinnamomi: Pudricion de las raices en diversas especies ornamentales lefiosas
tal como, Chamaecyparis y Forsythia, entre otros, publicado por Jang, J C (1990).
Phytophthora fragariae: Pudricion roja en las raices de la fresa, publicado por Valois ef al.,
(1996).

Phytophthora palmivora: Pudricion del fruto en cocotero y palma de betel, publicado por
Idosu y Zentmyer (1978).

Phytophthora ramorum: Infecta a mas de 60 géneros de plantas. Causa la muerte stbita del
roble, publicado por Garbelotto, M. (2003).

Phytophthora quercina: Muerte en robles, publicado por Blacy y Halmschlager (2002).
Phytophthora sojae: Pudricion de las raices en la soja, publicado por Abney et al., (1994).

1.1.5. Phytophthora palmivora en Argentina

Segun algunas publicaciones de Lucero et al., (2007), Gally et al., (2007), Greslebin y
Hansen (2010) y Palmucci et al., (2011) se describieron sintomas de nuevas enfermedades a
causa del género Phytophthora spp. Durante la primavera del 2005 en 30 plantaciones de
olivo en un rango desde 300 a 400 hectareas. La corona de la muerte progresiva y sintomas
de podredumbre radicular se registraron con una incidencia media de 3 en plantaciones de
Catamarca, 50 en plantaciones de La Rioja y 10 en plantaciones de San Juan.

Una especie del género Phytophthora spp. se aislo a partir de raicillas podridas en
medio selectivo V8-PARPNH descripto por Jung ef al., (1996). Este aislamiento produjo
papilas, esporangios caducos de forma variable, mayormente elipticos a ovoides, y
clamidosporas, todas caracteristicas tipicas de P. palmivora. A fin de confirmar el
diagnostico morfoldgico se analizaron los amplicones generados por PCR mediante la
utilizacion de primers ITS 6 e ITS 4 segun lo publico Cooke et al., (2000). En este sentido,
estos amplicones fueron secuenciados y se encontraron idénticos a aquellos de P. palmivora
provenientes de la base de datos del NCBI GenBank NCBI. La patologia del aislamiento de
P. palmivora fue evaluada mediante la infestacion del suelo en camara de crecimiento a 25
°C, 15 olivos de un afio de edad.

En Argentina, el patogeno P. palmivora fue registrado por primera vez en 1937

10



asociado a Citrus spp. No obstante, el primer aislamiento de P. palmivora en olivo se obtuvo
en el afio 2007 segtn lo publicado por Lucero ef al., (2007). Esta es la primera publicacion de

podredumbre radicular causada por P. palmivora sobre olivares registrada en este pais.

1.2. Fundamentacion Teorica

1.2.1. Importancia del Problema de Estudio

Esta tesis aborda una problematica sanitaria perteneciente a una microeconomia
regional competente en Argentina. Definitivamente, se trata de una pequefia proporcion de la
superficie cultivada del pais (87.650/31.000.000), 0,3 % del total de hectareas cultivadas, que
aporta 185.000.000 dolares por afio al producto bruto interno (PBI) y el 1 % del total de la
produccion mundial. A pesar de encontrarse la olivicultura en plena expansion productiva
existen pocos estudios especificos sobre la sanidad del olivo en Argentina.

Este trabajo propone contribuir a la generacion de conocimiento en materia de
alternativas de control de plagas dentro de un manejo agrosustentable y desde un enfoque de
investigacion holistico. La importancia de este trabajo reside en la biisqueda de contribuir al
desarrollo de un modelo de control de P. palmivora. en olivo, explorando la posibilidad de
obtener un producto comercial de impacto agronémico, econdémico, politico y ambiental.
Para lograrlo se enfatiza en la implementacion de herramientas de microbiologia clasica y
molecular como asi también informaticas de ultima generacion.

La técnica de aplicacion del producto biologico para el control de la plaga vegetal se
fundamenta en la investigacion seguida de transferencia cientifica y tecnoldgica. Asimismo el
presente trabajo contribuye a la generacion de conocimiento en la ecologia de la interaccion

microorganismo-planta.

1.2.2. Definicion del Problema Cientifico

1.2.2.1. El Patosistema de Estudio

En cuanto al patosistema de estudio en esta tesis se menciona el cultivo de olivo (Olea

europaea L.), el fitopatogeno (Phytophthora palmivora) y las bacterias que se obtienen como
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potenciales agentes de biocontrol. Por todo lo expuesto se plantean las siguientes hipotesis

con los objetivos especificos para corroborarlas en las correspondientes etapas de la tesis.

1.3. Hipotesis y Objetivos
Este trabajo parte de las siguientes hipotesis de estudio:

1.3.1. Hipétesis Generales

Una primera hipdtesis establece que: El estado de salud del olivo podria estar
relacionado con las caracteristicas fisicoquimicas, biologicas y bioquimicas del suelo
rizosférico del olivo.

Una segunda hipdtesis establece que: El nivel de actividad antagonista de algunas
bacterias frente a patogenos vegetales puede utilizarse como alternativa de control de

enfermedad con cierto grado de eficiencia.

1.3.2. Hipétesis Especificas

En consonancia con las hipdtesis generales expresadas se plantean las siguientes
hipétesis especificas de estudio:
- H1: Existen bacterias formadoras de esporas que inhiben el desarrollo de P. palmivora.
- H2: El nivel de actividad antagonista se relaciona con la produccion enzimatica bacteriana.
- H3: El nivel de actividad antagonista se relaciona con la produccion de sideroforos
bacterianos.
- H4: Es posible elaborar un bioformulado con capacidad pesticida con cierto grado de
eficiencia.

- H5: La presencia del patogeno afecta las comunidades bacterianas de la rizosfera de olivo.

1.3.3. Objetivos Generales

Con el proposito de corroborar las hipotesis expresadas anteriormente se plantean los
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siguientes objetivos de trabajo:

- Estudiar los suelos de olivares y caracterizar bacterias cultivables constitutivas obtenidas
del suelo rizosférico de olivo.

- Evaluar el rol de dichas bacterias como agentes benéficos en el estudio del patosistema
Olea europaea L., Phytophthora palmivora, bacterias.

- Caracterizar los mecanismos celulares intervinientes en la interaccion de biocontrol.

1.3.4. Objetivos Especificos

1.3.4.1. Caracterizar el panorama sanitario de los olivares

De acuerdo con los antecedentes fitopatologicos de Phytophthora sp. expresados en la
Introduccion se plantean las siguientes evaluaciones para cumplir con el objetivo especifico:
- Evaluacion del panorama sanitario por Phytophthora sp. en Junio 2006 en dos sitios
contrastantes.
- Evaluacion del panorama sanitario por Phytophthora sp. en Junio 2010 en dos sitios
contrastantes.
- Evaluacion del panorama sanitario por Phytophthora sp. en Junio 2015 en dos sitios

contrastantes.

1.3.4.2. Caracterizar el suelo de olivares desde un punto de vista fisicoquimico, biologico
y bioquimico

En consonancia con lo estudiado por Bardgett y Ward (2010) acerca de las relaciones
existentes 'sobre y bajo la superficie del suelo' y desde un enfoque de investigacion holistico

se plantean las siguientes evaluaciones para cumplir con el objetivo especifico:

- Evaluacion fisicoquimica del suelo.
- Evaluacion de la actividad bioldgica global del suelo.
- Evaluacion del carbono proveniente de la biomasa microbiana.

- Evaluacion del contenido de materia organica del suelo.
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- Determinacion de la actividad de la enzima deshidrogenasa.

- Determinacion de la actividad de la enzima catalasa.

- Determinacion de la actividad de la enzima fosfomonoesterasa.
- Determinacion de la actividad de la enzima fosfodiesterasa.

- Determinacion de la actividad de la enzima ureasa.

- Determinacion de la actividad de la enzima B-glucosidasa.

- Determinacion del perfil funcional del suelo a nivel de comunidades bacterianas.

1.3.4.3. Obtener bacterias formadoras de esporas capaces de inhibir el desarrollo de P.
palmivora

Acorde con los trabajos publicados por Emmert y Handelsman (1999), Quan et al,
(2006), Ros-Araluce et al., (2008), Basurto-Cadena et al., (2010) y Feng-Xia et al., (2012)
que demostraron no soélo la elevada frecuencia en el suelo de bacterias pertenecientes al
género Bacillus spp. sino también, la capacidad de esporulacion confiriéndole resistencia
natural a condiciones adversas, la facilidad de cultivo y conservacion in vitro y la capacidad
de promocién de crecimiento vegetal en algunas cepas, surgen las siguientes determinaciones
a realizar a fin de cumplir con este objetivo especifico.

- Aislamiento de bacterias formadoras de esporas rizosféricas de olivos.
- Caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular de los aislamientos.
- Seleccion de cepas positivas para la promocion del crecimiento vegetal por mecanismos

indirectos.

1.3.4.4. Estudiar los mecanismos de supresividad involucrados en la actividad
antagonista

Este objetivo especifico se expresa en consonancia con los resultados hallados por
Shobha y Kumudini (2012), Feng-Lia et al., (2012) y Basurto-Cadena et al., (2010) en cuanto
a los posibles mecanismos de supresividad hallados en bacterias pertenecientes al género
Bacillus.

Las evaluaciones propuestas para cumplir con este objetivo son:

- Evaluacion de la produccion de B-1,3 glucanasas bacterianas en presencia y en ausencia del
patogeno.

- Evaluacion de la produccion de B-1,4 glucanasas bacterianas en presencia y en ausencia del

patogeno.
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- Evaluacion de la produccion de lipasas bacterianas en presencia y en ausencia del patogeno.
- Evaluacion de la produccion de sideroforos bacterianos en presencia y en ausencia del

patogeno.

1.3.4.5. Realizar una formulacion preliminar de un biopesticida experimental

En referencia al desarrollo de una agricultura sustentable que incluya practicas de
manejo tendientes a reducir el impacto negativo sobre el medioambiente, es que se plantea el
estudio preliminar de un biopesticida experimental.

Las siguientes evaluaciones se proponen para cumplir con este objetivo especifico.
- Patogenicidad de Phytophthora palmivora en olivo.
- Ensayo preliminar de control bioldgico de Bacillus sobre Phytophthora en olivo.
- Evaluacion de la presencia del patdgeno sobre las comunidades bacterianas rizosféricas de

olivo.
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“:Olivares Coloridos
De Una Tarde Anaranjada;
Olivares Rebruiiidos
Bajo La Luna Argentada!”

Los Olivos.
Antonio Machado (1875-1939)



CAPITULO 2

2. Suelos de olivares

Numerosos patdogenos atacan al olivo en Argentina y otros paises y causan importantes
pérdidas de produccion segln los trabajos publicados por Lucero et al., (2007), Docampo et
al., (2006), Pérez et al., (2004) y Pérez et al., (2001). Es sabido que las propiedades
biologicas del suelo pueden utilizarse como indicadores siendo sensibles a cambios en el
manejo segiin Paz-Ferreiro y Fu, (in press) y al uso del suelo, Paz-Ferreiro et al., (2007). Por
otra parte en los ultimos afios se avanzd en el estudio sobre como los microorganismos
interactiian entre si y con otros organismos gobernando la funcionalidad del ambiente suelo,
investigacion publicada por Bardgett y Wardle (2003).

Estos investigadores trabajan sobre la definicion del suelo como un ecosistema terrestre
constituido por componentes que interactian tanto desde arriba como desde abajo de la
superficie del suelo para influir sobre las propiedades y los procesos a nivel de comunidades
y del ecosistema. Estos componentes estan estrechamente relacionados a nivel de comunidad,
y reciben la influencia con un grado de mayor especificidad entre plantas y organismos del
suelo. Asi resulta que las comunidades de arriba y abajo de la superficie suelo pueden ser
poderosas conductoras mutualistas con retroalimentacion tanto positiva como negativa.

La comprension sobre como funcionan los ecosistemas terrestres requiere de estrategias
de estudio combinadas focalizando en las relaciones de los procesos que ocurren sobre y bajo
el suelo.

Dada la importancia en la retroalimentacion que ocurre entre los subsistemas de
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herbivoros, productores, y descomponedores, Bardgett y Wardle (2003) identificaron
mecanismos por los cuales los herbivoros afectan indirectamente a los microorganismos
descomponedores y a los procesos del suelo mediante la alteracion de la calidad y cantidad
de los recursos de entrada al suelo. Por otra parte mostraron que esos mecanisSmos son
similares independientemente de si operan en corto tiempo como resultado de respuestas
fisiologicas de las plantas individuales al ataque de herbivoros, o alteraciones a largo plazo
de la estructura de la comunidad de las plantas por herbivoros y cambios consecuentes con la
calidad de los desechos de entrada al suelo. Una variedad de mecanismos responsables para
la naturaleza de efectos sobre la microbiota y el ecosistema del suelo, efectos de herbivoros
positivos, negativos o neutros son posibles dependiendo del balance de esos mecanismos.
Estudios combinados de arriba y abajo a nivel de comunidad y ecologia ecosistémica
estan aportando conocimiento acerca de la significancia de la biodiversidad funcional y de
regulacion y de los impactos ambientales producidos por el fenomeno de cambio global
inducido por el hombre Wardle et al., (2005). En particular la relacion entre las interacciones
en la interfaz 'arriba y abajo del suelo' es un campo de investigacion que avanza rapidamente
segin Bardgett y Wardle (2010). En este Capitulo, y en este sentido de estudiar
interrelaciones, se trabaja sobre la hipotesis que establece la condicion de salud del olivo
podria estar relacionada con las caracteristicas fisicoquimicas, bioldgicas y bioquimicas del

suelo rizosférico.

2.1. Suelos estudiados

A continuacion se presentan entonces, los suelos de estudio contrastantes en cuanto a

region climatica, hidrografia y vegetacion de caracteristica de cada area de influencia.

2.1.1. Aimogasta

2.1.1.1. Clima

El clima regional donde se encuentra la ciudad de Aimogasta corresponde a BSh segtin
la clasificacion de Koppen y Geiger. Se describe como un clima arido calido-templado, con

lluvias estivales, grandes amplitudes térmicas diarias y estacionales, veranos muy
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prolongados e inviernos moderados con heladas y déficit hidrico durante todo el afio. A su
vez, por las particularidades del area le corresponde el clima local del valles y bolsones, en el
que las temperaturas son influenciadas por la disposicion de los cordones montanosos que
tienen incidencia en las horas de insolacion, en la direccion de los vientos y en el factor
climatico altitud, ya que es un area que esta por encima de los 800 m.s.n.m.

Aimogasta estd ubicada en el area geomorfologica denominada valles del Velasco
especificamente en la sub-unidad geomorfologica de la planicie de decantacion, razon por la
cual las precipitaciones son menores. Las temperaturas son templadas con promedios
anuales, en un periodo de 20 afios, entre 15 °C y 25 °C. Las temperaturas mensuales
demuestran promedios muy variables, entre sus maximas y minimas, tanto estacionales como
diarias, con temperaturas maximas estivales promedios de 39 °C y minimas invernales
promedio de 0 °C.

Las amplitudes térmicas diarias son mayores que las amplitudes térmicas estacionales.
Caracteristica acentuada en los climas aridos. Existen veranos prolongados e inviernos
cortos. La distribucion anual de las precipitaciones permitio la determinacion del afio
hidrolégico correspondiente a los meses de septiembre a marzo y a su vez con mayor monto
pluviométrico en los meses de diciembre, enero y febrero.

Los montos pluviométricos, al igual que las temperaturas, son muy variables, con
registros anuales de 5 a 10 mm hasta 100 mm, como asi también de extendidos periodos sin
lluvia. Las elevadas temperaturas estivales y las escasas precipitaciones, de tipo torrencial
estival, definen el gran déficit hidrico de la zona.

En cuanto a la descripcion hidrografica para el departamento Arauco corresponde al
area sector de Arauco de la cuenca Salar de Pipanaco o cuenco del Rio Salado: este sector
comprende la cuenca hidrografica inferior del rio salado y numerosos cursos afluentes que
drenan la amplia depresion intermonta delimitada por la sierra del Velasco al oeste y las
sierras de Mazan al este.

El Rio Salado o Colorado nace en territorio catamarquefio y se incorpora a La Rioja en
el Departamento San Blas de los Sauces, atraviesa el sector norte del Departamento Arauco y
se pierde en los desagiies situados al nordeste de la ciudad capital de La Rioja. Otro recurso
hidrico superficial importante es el Rio Aimogasta o Uspalta con un caudal de 0,287 m’.seg™".
El maximo de toda el area, utilizado principalmente para riego.

En lo relativo a los recursos hidricos subterrarenos, existen varias areas con importantes
reservorios que son explotados principalmente para el riego de parcelas. Entre estas zonas se

destacan: Bafiado de los Pantanos, los Bordos de Talacan y los Bordos de Arauco.
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Los recursos hidricos de Aimogasta son:

Rios superficiales: Rio Aimogasta, nace por vertientes situadas en los Bordos de
Talacan, y atraviesa la ciudad en su sector central, y se dirige hacia el noroeste hasta el
distrito de Machingasta.

Otros rios importantes localmente son el Rio Otasio u Otaso y el Rio Asha, que nacen
de la confluencia de numerosos e irregulares cursos en el area de coalescencia pedemontana,
si bien al atravesar la planicie de decantacion pierden fuerza hidrica, éstos poseen
antecedentes de importantes crecidas y colmatacion.

De sedimentos en grandes proporciones, por lo que se construyeron defensas para evitar
inundaciones en el area urbana. Aimogasta se ubica en el centro-este del Departamento
Arauco a 130 km de la capital de La Rioja y tiene una extension de 9,57 Km? y segin el
censo del afio 2010 una poblacion de 15.000 habitantes es decir poco mas del 70 % del total

departamental segiin INDEC, (2010).
2.1.1.2. Vegetacion

La jarilla y la pichana son los arbustos caracteristicos, pero también se suman el

algarrobo (Prosopis sp.), el chafar (Geoffroea sp.) y el retamo (Bulnesia retama).

2.1.2. Castelar

Para llevar a cabo este estudio se selecciond un olivar ubicado en Castelar a fin de
evaluar un sistema de produccion de olivos contrastante en cuanto a clima, altitud y tipo de

suelo.

2.1.2.1. Clima

Castelar, en la region Pampa Ondulada, el clima corresponde a Cfa segun la
clasificacion de Koppen y Geiger. Se describe como un clima subtropical humedo. La altitud
regional estd en un rango de 0 a 120 m.s.n.m. Los suelos son en su mayoria profundos y bien
drenados, con una textura franco-limosa. En las cafiadas que recortan algunas lomadas y en
algunas cubetas aparecen suelos lavados, hidromorficos y sodicos en los horizontes

superficiales segtn lo publicado por Mon, R. (2007).
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2.1.2.2. Vegetacion

La estructura de la vegetacion de los pastizales corresponde a una pradera en los afios
hiimedos y a una pseudo-estepa en los periodos secos. En zonas donde los suelos son muy
fértiles se desarrolla el llamado flechillar, caracterizado por gramineas del género Stipa. En
sectores donde los suelos son ligeramente alcalinos, también en los bordes de cursos de agua
se encuentran comunidades halofilas de los géneros Salicornia y Distichlis. Debido a las
restricciones que presentan estas areas, su utilizacién como tierra de cultivo es muy limitada,

segun Mon, R. (2007).

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Disefio experimental

Para el diseflo experimental se seleccionaron dos sitios de estudio contrastantes entre si
por el tipo de suelo y region climatica. El ensayo se establecio en dos areas adyacentes tanto
en LR como en BA. La primer area no presento olivos sintomaticos a causa de P. palmivora
(LRh y BAh).

La segunda area de estudio presentd olivos sintomaticos causa de rama seca, de los
cuales se aislo el patogeno P. palmivora (LRs) y olivos con sintomatologia en (BAs). En
ambos sitios de estudio, suelo lindero sin cultivar se utilizd como control de ensayo (LRc y
BAc). En cada unidad experimental se tomaron cinco muestras de suelo compuestas por 20
submuestras por profundidad alrededor de cada arbol de olivo tal como se muestra en la Fig.
2.1.

Para analisis fisicoquimicos y bioldgicos las profundidades de muestreo fueron: 0 a 5
cm (n=5), 5 a 20 cm (n=5) y 20 a 40 cm (n=5), en tanto, para analisis bioquimicos las
profundidades fueron: 0 a 5 cm y 5 a 20 cm. Por otra parte y a fin de realizar el muestreo
especifico para analisis biologicos y bioquimicos las muestras fueron colectadas e

inmediatamente refrigeradas a 4 °C hasta su procesamiento.
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Figura 2.1. Ejemplo de composicion de una muestra LR (superior) y BA (inferior).

Los tratamientos definidos en este trabajo fueron:

LRs: suelo de olivar sintomatico de P. palmivora situado en La Rioja (n=5).

LRh: suelo de olivar asintomatico situado en La Rioja (n=5).

LRc: suelo sin cultivar lindero al olivar situado en La Rioja (n=5).

BAs: suelo de olivar con sintomas de ataques fingicos situado en Buenos Aires (n=5).
BAh: suelo de olivar asintomatico situado en Buenos Aires (n=5).

BAc: suelo sin cultivar lindero al olivar situado en Buenos Aires (n=5).

2.2.2. Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa R usando ANOVA y métodos de

comparacion multiple de Tukey y de Duncan. Los datos de frecuencia se sometieron a
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analisis de Chi-cuadrado sobre la base de tablas de contingencia. Los datos se analizaron en
el nivel de probabilidad de 0,05. Se aplico ademas analisis de componentes principales

(ACP).

2.2.3. Caracterizacion del monitoreo sanitario de los olivares

El monitoreo sanitario en ambos sitios de muestreo LR y BA, se realizd durante los
afios 2006, 2010 y 2015. Para ello se establecio una escala de afectacion de las plantas
sintomaticas por rama seca medida en grado en un rango de 1 a 4. El grado 1 representa el
arbol con afectacion por rama seca en menos de un 25 % de sus partes. El grado 2 representa
el arbol con afectacion por rama seca entre un 25 % y un 50 % de sus partes. En tanto el
grado 3 representa la afectacion de las partes del arbol entre el 50 % y el 75 % y el grado 4 en
mas del 75 %.

2.2.4. Caracterizacion fisicoquimica de los suelos

2.2.4.1. Sitio LR

El suelo de esta region es clasificado como Torripsamente tipico, suelo poco
desarrollado y predominantemente arenoso, segin USDA (2006), pertenece al orden Entisol.
Este orden de suelos clasifica suelos jovenes de escaso desarrollo, con pocos horizontes o
capas no evolucionadas, con escaso contenido de materia organica, desarrollados en diversos
ambientes, climas, vegetacion y materiales originales con presencia de amplios sectores del
NOA. La superficie ocupada por entisoles en Argentina es de 70.000.000 de hectareas (25
%).

2.2.4.2. Sito BA

El suelo de esta region es clasificado como Natracualf tipico segin USDA (2006) y
pertenece al orden Molisol. Este orden de suelos agrupa suelos oscuros, poco evolucionados,
con buen contenido de materia organica, buena fertilidad natural, de facil penetracion por las

raices y reciclado de materiales por mesofauna, con periodos de falta de agua para cultivos.
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Este suelo ocupa 84.200.000 de hectareas (29,9 %) en Argentina.

Los analisis fisicoquimicos se realizaron segiin Alef y Nannipieri (1995). En tanto la
materia organica se realizo siguiendo el método de Walkley-Black y se expreso como g.kg ™.
La humedad se determin6 gravimétricamente. Ademas, en muestras tamizadas (< 2 mm) se
determino: pH (1:2,5 suelo:agua), carbono organico labil (MOS), nitrogeno total se medid
por Kjeldahl y se expreso en gkg”', conductividad eléctrica (C.E.) mediante conductimetro
en relacion suelo:agua 1:2,5 y se expres6 en dS.m™, cationes intercambiables y la capacidad
de intercambio cationico (CIC).

La determinacion de N-NOj se realizé utilizando acido Fenoldisulfonico y se expreso
en mg.kg ™', la Capacidad de Intercambio Catiénico se determiné por titulometria utilizando
Acetato de amonio 1 N pH 7 y se expreso en cmol.kg™, el fosforo extraible (P) se cuantifico
segun el método de Bray 1y se expreso en mg.kg ™, los cationes: calcio y magnesio presentes
en el suelo se determinaron utilizando Acetato de amonio 1 N A.A. pH 7 y se expresaron en
cmol.kg™”, en tanto magnesio y sodio presentes en el suelo se determinaron con Acetato de
amonio 1 N, F.LL. pH 7, segun Klute, A. (1986). Se analizdo también la contribucion
porcentual de cada cation en saturacion. Los iones Cinc, Manganeso, Cobre y Hierro se
determinaron por Ext. ¢/DPTA-Espectrometria A.A. y fueron expresados en mgkg'. En
tanto, la determinacion de Boro se realizo siguiendo el método del Acetato de Amonio con

Azometina y se expreso en mg.kg™.

2.2.5. Caracterizaciéon bioquimica y biolégica de los suelos de olivares.

2.2.5.1. Evaluacion de la actividad biologica global
La actividad bioldgica global se determind mediante la respiracion del suelo (RES)
empleando la técnica de valoracion del NaOH segun Alef y Nannipieri (1995). La misma

evaluacion se realizd con el objeto de estimar la actividad biologica a diferentes

profundidades del suelo influidas por las raices del cultivo.

2.2.5.2. Evaluacion del carbono proveniente de la biomasa microbiana
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La determinacion del carbono proveniente de la biomasa microbiana (Cmic) brinda
informacion directa sobre la cantidad de microorganismos viables que se encuentran
presentes en la muestra de suelo. La importancia de esta determinacion radica en el hecho de
que permite conocer el pool de carbono proveniente de dichos microorganismos y
relacionarlo con el carbono evaluado en la determinacion de materia organica. Se utilizo la
técnica de fumigacion con Cloroformo de Jenkinson y Polwson (1976).

Para la determinacion de Cmic, se colocaron 250 g de suelo en un vaso de precipitados
de vidrio, el cual se ubicé dentro de un desecador de 30,5 cm de didmetro conteniendo papel
himedo. Dentro del desecador se encontraba un vaso de precipitados de vidrio con CHCl;
libre de alcohol. El aire contenido en el interior del desecador se evacud completamente. La
tapa se cerro y el desecador se dejo en oscuridad a 25 ° C durante 24 h.

Posteriormente se quitaron del desecador, el vaso de precipitados conteniendo
cloroformo y el papel humedo. El vapor de cloroformo fue eliminado del suelo por
evacuaciones repetidas. Estas evacuaciones fueron de 3 min cada una y se realizaron
utilizando una bomba de vacio.

Finalmente, el carbono proveniente de la biomasa microbiana se obtuvo por diferencia
en el analisis volumétrico de la cuantificacion del CO, liberado por el suelo no fumigado.

Calculo del CO,

CO,-C(uggss)=B-S).M.E.A.DW'

donde:

B, es la cantidad de acido necesaria para titular NaOH en los blancos (sin suelo) hasta el
punto final (pH 8,3) en microlitros,

S, es la cantidad de acido necesaria para titular NaOH en las muestras de suelo hasta el punto
final (pH 8,3) en microlitros,

M, es la molaridad del HCI,

E = 6 (peso equivalente para expresar los datos como carbono),

A, es la proporcion de volumen total del NaOH y el volumen de alicuota de NaOH y

DW, es el peso seco del suelo, en gramos.

Para el calculo de Cmic se aplico la siguiente formula:

Cmic = Ec/kEC.

Ec = carbono organico total de las muestras fumigadas - carbono organico total en las

muestras control. KEC = 0,45 segiin Martens, R. (1995)
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2.2.5.3. Evaluacién del contenido de materia organica del suelo

La evaluacion del contenido de materia organica (MOS) y carbono organico total
(COT) se realizo segtn el método de Walkley-Black, (1972). Se basa en la oxidacion de la
materia organica del suelo por via hiimeda, con dicromato de potasio (K,Cr,O7) en medio
acido, usando acido sulfurico (H,SO4). La valoracion del agente oxidante consumido
(K»2Cr,07) se realizé con sulfato ferroso amoénico 6-hidrato (sal de Mohr). Se trata de una
valoracion por retroceso, ya que se valora con sal de Mohr el exceso de K,Cr,O7 que no fue
necesaria para oxidar la materia organica del suelo.

2.2.5.4. Determinacion de la actividad de la enzima catalasa

El principio del método para que tenga lugar la reaccion de la catalasa fue descripto por
Johnson y Temple (1964) y la medicion del H,O, residual mediante un método colorimétrico
con peroxidasa, segun Trasar-Cepeda et al., (1999) luego de producida la reaccion enzimatica
de la enzima peroxidasa (POD) y que descompone el peroxido de hidrogeno residual. El
oxigeno liberado oxida a la 4-aminoantipirina que reacciona con fenol para generar un

complejo de color rosa, cuya intensidad se mide a 505 nm:

2 H,0; + 4-aminoantipirina + fenol----POD----complejo coloreado (505nm)

Se peso 0,5 g de suelo himedo (<2mm) en un Erlenmeyer, se anadieron 40 ml de agua
destilada y se tapd. Posteriormente se agitdo durante 30 minutos en agitador rotatorio (30
vueltas por minuto.) Luego se afiadieron 5 ml de H,O, 1:100, se tapo y se agité nuevamente
durante 10 minutos. Para que se produzca la reaccion enzimatica y se estabilice el peroxido
de hidrogeno remanente se adicionaron de 5 ml de H,SOy4 1,5 M y posteriormente se filtro.

Blanco de Reactivo: Los controles de reactivo se realizaron sustituyendo 5 ml de agua
destilada en lugar de los 5 ml de H,0,

Blanco de Muestra: Los controles de suelo se realizaron sustituyendo 0,5 g de suelo
htimedo por 0,5 ml de agua destilada. éstos indicaron la cantidad maxima de H,O, que puede
estar presente en las muestras de suelo.

Una vez obtenido el extracto del suelo, tanto de las muestras como de sus controles, se
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procedio a realizar la determinacion del H,O, remanente en el mismo. Se tomd una alicuota
de 100 pl del extracto filtrado en un tubo de vidrio, se le afiadio 900 ul de tampon fosfato 110
mM pH 7.4 para neutralizar el pH. Se agregaron 9 ml del reactivo de desarrollo de color, se
agitd, se esperd unos minutos a que se desarrolle el color y se midi6 en espectrofotometro a
505 nm frente a un blanco preparado de la misma forma, pero en el que los 100 pl fueron de
agua destilada.

La concentracion de H,O, de las muestras se calculd, después de sustraer el valor de
absorcion de los blancos correspondientes, por referencia a una curva de calibracion
preparada de la siguiente manera:

A partir del blanco sin suelo y con H;0O,, la disolucion de H,O, 8,8 mM preparada
como las muestras pero sin suelo, se prepard una dilucién con agua destilada, una serie de
patrones de concentracion 0 (P0): 0,55, 1,1, 2,2, 4,4 y 8,8 mM. Se tomd una alicuota de 100
ul de cada una de estas disoluciones patron, se la coloco en un tubo de vidrio y se desarrollo
el color de la misma manera que para las muestras. De este modo se obtuvo una recta de
calibrado contenido, en el volumen de 100 ul, 0: 0,055x107; 0,11x107; 0,22x107; 0,44,107 y
0,88)(10'3 mmoles de H,O,. Posteriormente se midio6 la absorbancia en el espectrofotometro a
505 nm.

Por referencia a esta recta de calibracion se calcularon los mmoles de H,O, residual
contenidos en 0,1 ml que se sometieron a la reaccion colorimétrica (C). La cantidad asi
obtenida se resto a la cantidad H,O, presente en los 0,1 ml del blanco sin suelo y con H,O,
(0,88x10™) y de esta manera fue posible conocer la cantidad de H,0, total consumida por
cada muestra y por tanto, la del O, desprendido en la reaccion enzimatica, que seria igual a la

mitad del peréxido consumido:

AE=((0,88x10° -C) x Vx T)/ G

donde:

AE: actividad catalasa (mmoles H,O, consumido g'.h™"),

C: mmoles de H,O, remanente en la muestra, obtenidos por referencia a la recta de
calibrado.,

V: factor de dilucion, en este caso seria 50 ml/0,1ml,

G: factor relativo a la cantidad de suelo seco utilizado (en este caso seria peso de suelo seco
que hay en 0,5 g de suelo humedo),

T: factor relativo al tiempo que en este caso es 6.
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2.2.5.5. Determinacion de la actividad de la enzima deshidrogenasa

Esta determinacion ser realizé por el método de von Mersi y Schinner modificado por
Camifia et al., (1998). Se basa en la medida espectrofotométrica del iodonitrotetrazolio
formazan (INTF) producido por la reduccion del 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-feniltetrazolio

(INT) incubando el suelo con INT en medio tamponado y en oscuridad durante 1 h a 40 ° C.

INT+ 2H+ + 2 e- DH INTF (490nm)

Muestra: Se peso 1 g de suelo himedo (2<mm) y se colocd en tubos de vidrio con
tapoén de rosca. Posteriormente se afiadio 1,5 ml de tampon Tris-HCl 1 M pH 7,5. Se
agregaron 2 ml de INT 0,5 %, se cerraron los tubos, se mezcld y se incubd a 40 ° C durante 1
h en oscuridad, en agitacion (120 rpm). Luego se afiadieron 10 ml de etanol:DMF 1:1 y se
agitd bien. Se dejo reposar 10 min en oscuridad a RT y se filtro.

Blanco de Reactivo: Los controles se prepararon igual que las muestras pero afiadiendo
2 ml de agua destilada en lugar de 2 ml de INT 0,5 %. Se midi6 la absorbancia a 490 nm
frente a un blanco de calibrado: 2 ml agua destilada, 1,5 ml tampén Tris-HCI, y 10 ml
etanol:DMF.

La cantidad de INTF formado para cada una de las muestras se calculo después de sustraer la
absorbancia de los controles, por referencia a una curva de calibrado de INTF que se prepard,
en presencia de suelo y para cada muestra, de la siguiente manera:

Blanco de Muestra: Se prepar6 un blanco sin suelo y se incubd en las mismas
condiciones.

Para preparar la recta de calibracion se peso 1 g de suelo en tubos de vidrio. Se afiadio
1,5 ml de tampdn Tris-HCI 1 M pH 7,4. Se afiadio alicuotas de p (Po): 0,2, 0,5, 1,0, 1,5y 2
ml de INTF 200 pug™' y se completo hasta 2 ml con la mezcla etanol: DMF. Posteriormente se
incubaron en las mismas condiciones que las muestras. De este modo se obtuvo una recta de
calibrado a la que se afadieron entre 0 y 400 pg de INTF.

Después de la incubacion se anadio a cada patron 2 ml de agua destilada y 8 ml de

etanol:DMF. Se midi6 en espectrofotometro a 490 nm frente al Po.

Calculos:

AE=C/(PmxGxT)
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donde:
AE: actividad deshidrogenasa (umol INTF formado g'. h™),
C: cantidad de INTF de la muestra en pg.ml™,
Pm: peso molecular del INTF (471,3),
G: factor relativo al peso de suelo seco utilizado (1/ peso de suelo seco en 1 g de suelo
himedo),
T: factor relativo al tiempo de incubacion (1 hora).
La actividad deshidrogenasa se calculd por comparacion con valores de absorbancia de
las muestras con estandares dentro del rango 0 a 400 pg INTF y se expreso en [umol INTF

gssh'].

2.2.5.6. Determinacion de la actividad de la enzima fosfomonoesterasa

La determinacion se realizo por espectrofotometria del p-nitrofenol liberado cuando el
suelo fue incubado a 37 ° C durante 1 h con una disolucioén tamponada de p-Nitrofenil fosfato
(pNPP) como un sustrato analogo del ortofosfato monoester, segiin Tabatabai y Bremer
(1969).

Muestra: Se coloco 1 g de muestra de suelo en un Erlenmeyer de 50 ml y se adiciond 4
ml de solucién amortiguadora MUB (pH 6,5), 1 ml de soluciéon de pNPP preparada con el
mismo buffer, se agitd por algunos segundos para mezclar los contenidos. Posteriormente se
detuvo la agitacion y se incubd 1 h a 37 °C. Se adicioné 1 ml de CaCl, 0,5 M y 4 ml de
NaOH 0,5 M, se agitd por unos segundos, y se filtrd (0,45 mm HA nitrocellulose, Millipore)
la suspension de suelo para prevenir la presencia de posibles precipitados como interferentes.

Blanco de Reactivo: El blanco se prepar6 sustituyendo la solucion de pNPP por 1 ml de
agua destilada y se incubd junto con las muestras.

Blanco de Muestra: Se preparé un blanco sin suelo y se incubd en las mismas
condiciones.

Para preparar la recta de calibracion se tomo 1 ml de varias soluciones de pNP entre 0 y
250 pg.ml™, se afiadié 4 ml de agua destilada y se procedié luego igual que con las muestras,
es decir, se afiadid 1 ml de CaCl, 0,5 M y 4 ml de NaOH 0,5 M, se filtr6 y midio la
absorbancia a 400 nm.

Posteriormente se interpold el valor medido en la curva de calibracion. Las muestras y

los controles se midieron con espectrofotometro a 400 nm contra blanco. Se calculo el
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contenido de p-Nitrofenol (pNP) a partir de una curva de calibracion obtenida con standards

de concentracion conocida.

Calculos:
AE=(CxV)/(PmxGxT)
donde:
AE: actividad fosfomonoesterasa (umol p-nitrofenol liberado por g”'. h™),
C: cantidad de p-nitrofenol de la muestra en pg,
Pm: peso molecular del p-nitrofenol (139),
G: factor relativo al peso de suelo seco utilizado (1/ peso de suelo seco en 1 g de suelo
htimedo),
V: factor de dilucion, en caso de que sea necesario diluir las muestras,
T: factor relativo al tiempo de incubacion (1 hora).
La actividad fosfomonoesterasa se expresé como micromol de pNP liberado por gramo

de suelo seco y tiempo de incubacién (umol de pNP.gss™'.h).

2.2.5.7. Determinacion de la actividad de la enzima fosfodiesterasa

La determinacion se realiz6 utilizando bis-p-nitrofenilfosfato como un sustrato analogo
del ortofosfato monoester, segun Tabatabai, M.A. (1982). Se sigui6 el método de Bowman y
Tabatabai (1978).

Muestra: Se coloco 1 g de muestra de suelo en un Erlenmeyer de 50 ml y se adiciono 4
ml de solucion amortiguadora THAM, pH 8, 1 ml de solucion de pNPP preparada con el
mismo buffer y se agit6 por algunos segundos para mezclar los contenidos.

Posteriormente se detuvo la agitacion y se incubo 1 h a 37 © C. Se adicion6 1 ml de
CaCl, 0,5 M y 4 ml de disolucion extractante THAM-NaOH pH 12, se agitd por unos
segundos, y se filtro (0,45 mm HA nitrocellulose, Millipore) la suspension de suelo para
prevenir la presencia de posibles precipitados como interferentes.

Blanco de Reactivo: El blanco se preparé sustituyendo la solucion de pNPP por 1 ml de
agua destilada y se incub6 junto con las muestras.

Blanco de Muestra: Se preparé un blanco sin suelo y se incubo en las mismas

condiciones.
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Se midio la absorbancia y se interpold en una curva de calibracion.
Las muestras y los controles se midieron con espectrofotometro a 400 nm contra blanco.
Se calcul6d el contenido de pNP a partir de una curva de calibracion obtenida con

standards de concentracion conocida de pNP.

Cilculos:
AE=(CxV)/(PmxGxT)
donde:
AE: actividad fosfodiesterasa (umol p-nitrofenol liberado por g, h™),
C: cantidad de p-nitrofenol de la muestra,
Pm: peso molecular del p-nitrofenol (139),
G: factor relativo al peso de suelo seco utilizado (1/ peso de suelo seco en 1 g de suelo
htimedo),
V: factor de dilucion, en caso de que sea necesario diluir las muestras,
T: factor relativo al tiempo de incubacion (1 hora).
La actividad fosfodioesterasa se expresdé como micromol de pNP liberado por gramo de

suelo seco y tiempo de incubacion (umol de pNP.gss™".h™).

2.2.5.8. Determinacion de la actividad de la enzima ureasa

La determinacion se realizo midiendo el amonio liberado después de la incubacion del
suelo con una disolucion de urea a 37 ° C durante 90 minutos segun Nannipieri et al., (1978).

Muestra: Se colocaron 2 g de muestra de suelo fresco previamente pasado por un tamiz
de 2 mm de didmetro de malla en un Erlenmeyer de 50 ml. Se adicionaron 2 ml de solucion
de Urea al 6,4 % y se incub6 durante 90 min a 37 ° C.

Blanco de Reactivo: El blanco se prepar6 sustituyendo la solucion de Urea por 2 ml de
agua destilada y se incubd junto con las muestras.

Blanco de Muestra: Se prepard un blanco sin suelo, Unicamente contenia 2 ml de
solucion de Urea y se incubd en las mismas condiciones.

El amonio liberado en la incubacion fue extraido afiadiendo 10 ml de solucion de KCI 2
M y agitando durante 30 min. Luego se filtro la suspension de suelo y en ese filtrado se

determino el amonio por electrodo selectivo.
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Calculos: La Actividad Ureasa (AE) se calculo utilizando la expresion: AE=[(S-B).V . V'/
G.T]
donde:
S: cantidad de N-NH,4" en las muestras (pmol de N—N4+) obtenida de la curva de patron
utilizando las cantidades totales de N en cada una de las soluciones patron,
B: cantidad N-N4 (umol de N-N;) para los blancos,
V: Volumen total del extracto de incubacion,
G: Factor relativo a la cantidad de suelo seco utilizada en el ensayo,
T: Factor relativo al tiempo de incubacion en horas,
Pm: peso atomico del nitrogeno.
La actividad ureasa se expresd6 como amonio por gramo de suelo seco y tiempo de

incubacion (umol de NH,".gss™.h™").

2.2.5.9. Determinacion de la actividad de la enzima B-glucosidasa

La determinacion se realiz6 siguiendo el método de Eivazi y Tabatabai (1988) .

Muestra: Se colocod 1 g de muestra de suelo en un Erlenmeyer de 50ml y se adiciono 4
ml solucion amortiguadora (MUB-HCI, pH 6). Se afiadieron 1 ml de p-nitrofenil B-D-
glucopiranosido 25 mM en las muestras. Se incub6 durante 1 h a 37 °C. Se afiadié 1 ml de
CaCl, 0,5M y 4 ml de disolucion extractante (THAM NaOH pH12). Se midi6 la absorbancia
de los filtrados a 400 nm.

Blanco de Reactivo: El blanco se prepar6 sustituyendo la solucion de salicina por agua
destilada y se incubo junto con las muestras.

Blanco de Muestra: Se prepard un blanco sin suelo, unicamente contenia solucion de p-

nitrofenil 3-D-glucopirandsido 25 mM y se incub6 en las mismas condiciones.

Calculos:

AE=(CxV)/(PmxGxT)

donde:

AE: actividad B-glucosidasa (umol p-nitrofenol liberado por g'. h™),
C: cantidad de p-nitrofenol de la muestra en pg,

Pm: peso molecular del p-nitrofenol (139),
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G: factor relativo al peso de suelo seco utilizado (1/ peso de suelo seco en 1 g de suelo
himedo),
V: factor de dilucion, en caso de que sea necesario diluir las muestras,
T: factor relativo al tiempo de incubacion (1 hora).
La actividad de B-glucosidasa se expres6 como micromol de pNP liberado por gramo de

suelo seco y tiempo de incubacion (umol p-NP g h™).

2.2.5.10. Analisis del perfil funcional del suelo a nivel de comunidades bacterianas

Se utiliz6 el método de EcoPlates TM segun Garland, J.L. (1997). Esta evaluacion fue
realizada a partir de diluciones seriadas de suelo fresco para las profundidades de 0-5y 5 a 20
cm de acuerdo con Gomez et al., (2006). La lectura de las placas se realizo a intervalos de 12
h hasta las 72 h de incubacion para calcular AWCD, R y H. La actividad microbiana en cada
microplaca se expresd como la media de color desarrollado (AWCD) y se determind como se
describe a continuacion, AWCD = ¥ OD;.(niimero de fuentes carbonadas)”, donde OD es el
valor de densidad optica de cada well. La Riqueza (R) fue definida como el nimero de
sustratos de C oxidadas, y el Indice de Shannon-Weaver (H) se calculé utilizando un umbral
de OD de 0.25 para la respuestas positivas El indice de Shannon-Weaver se calculé de la
siguiente manera: H = - Y pi.(In p;), donde p; es la proporcion de la actividad de cada DO
(DOj) a la suma de actividades sobre todos los sustratos (3, OD;). Los resultados de la
determinacion de los perfiles fisiologicos a nivel de comunidades bacterianas se estudiaron

por analisis multivariado de componentes principales (ACP).

2.3. Resultados

2.3.1. Descripcion de los sitios de muestreo

El predio de estudio LR esta ubicado en la localidad de Aimogasta, en la provincia de
La Rioja, Argentina (28° 53'S, 66° 48'0) y el predio de estudio BA esta ubicado en la
localidad de Castelar, en la provincia de Buenos Aires (34° 36'S, 58° 40'0).
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2.3.2. Caracterizacion del monitoreo sanitario de los olivares

En el sitio BA los sintomas se manifestaron so6lo en hojas. Se observaron lesiones en
lamina de la hoja de color rojizo, luego el tejido se necrosa y pasa a un color castafio claro y
sobre la superficie aparecen puntuaciones de color negro que corresponden a la presencia de
picnidios, cuerpos de fructificacion asexual del hongo Phyllosticta panizzei.

La Fig. 2.2. muestra una lesion foliar. Se trata de una enfermedad altamente relacionada
con factores abidticos como excesiva humedad relativa y precipitaciones.

Esta enfermedad fue registrada en el monitoreo de los olivares de Castelar en el afio 2006, y

no se observo durante el monitoreo de los afios 2010 y 2015.

Figura 2.2. Lesion necroética en el apice de la lamina de la hoja.

En tanto los sintomas de las patologias observadas en LR en el afio 2006 se
manifestaron en la parte aérea, corona, base de tronco y en las raices. En la parte aérea se
observo clorosis, abarquillado y muerte de hojas. Ademas se observd marchitamiento,
necrosis y muerte apical de los brotes jovenes. Los sintomas al principio de la infeccion se
presentaron en un so6lo sector de la planta, posteriormente se generalizaron al resto de la
planta y provocaron la muerte.

Al nivel de la linea del suelo se observo sobre el tallo, una lesion pardo rojiza oscura,

con disgregacion del tejido, afectando a la corteza y parte del xilema de la corona. Las
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condiciones de humedad excesiva favorecieron que el area afectada se cubriera con un
micelio tenue blanquecino, donde se pueden observar gotas pequefias refringentes que
corresponden a la formacion de zoosporangios. Las raices finas presentaban podredumbre,

necrosis y destruccion total. La Fig. 2.3. muestra pudricion de la corona por Phytophthora sp.

Figura 2.3. Lesion a nivel del tronco, pudricion de la corona por Phytophthora sp.

A continuacién se presentan los resultados del relevamiento en la Tabla 2.1. realizado

en el monitoreo durante los afios 2006, 2010 y 2015.

Tabla 2.1. Caracteristicas del monitoreo sanitario de los olivares

Por ejemplar (Grado) / Por olivar

Incidencia

Sitio / Afio 2006 2010 2015
LRs 1/10% 2y3/30% 3y4/50%
BAs /1% 1/1% 0/0%

Referencias: Datos del relevamiento sanitario durante los afios 2006, 2010 y 2015. Grado 1: menos del 25
% de afectacion de la planta, Grado 2: entre el 25 y el 50 %, Grado 3: entre el 50 % y el 75 % y Grado 4:
mas del 75 % de afectacion de la planta. La incidencia por olivar se expresé en porcentaje de plantas

afectadas.
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2.3.3. Manejo de olivares en Aimogasta

Este arbol se cultiva en Argentina entre los 25 ° y 40 ° latitud sur. Se considera un
cultivo poco exigente en suelos para su desarrollo y se desarrolla bien tanto en suelos
calcareos como en siliceos, pero requiere suelos profundos y bien drenados. El cultivo se
desarrolla en clima templado calido, con inviernos cercanos a cero grado.

Los climas secos favorecen la adaptacion del cultivo por la menor incidencia de
enfermedades criptogamicas. La época de la cosecha se inicia hacia fines del mes de Enero
en la provincia de Cordoba y se prolonga hasta mediados del mes de Mayo, comenzando con
las variedades de conserva y siguiendo por las aceiteras. En el sur de la provincia de Buenos
Aires, la cosecha se extiende hasta fines de Junio.

La Municipalidad de Aimogasta ofrece un programa de riego por canales para
distribucion del agua en cantidad de tiempo de una hora diaria, equitativa por finca sin costo
para el productor. Esto requiere la construccién de canales a favor de la pendiente del suelo,
del mismo suelo o tradicionales (Fig 2.4.) y de cemento (Fig. 2.5.) y la disposicion de tazas

que consisten en surcos alrededor de cada arbol de olivo por inundacion (Fig. 2.6.).

-
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Figura 2.4. Canales construidos en el suelo para riego.
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La edad de los olivos en promedio es de 10 a 30 afios. En Aimogasta, la cosecha y la
poda se realizan en Junio y la floracion se produce en Agosto. En general, el tamafio de las
fincas en promedio es de media hectarea con una plantacion de 200 plantas de olivos en
promedio. Este sistema de manejo corresponde a la forma tradicional.

Por otra parte, las fincas con implementacion tecnoldgica presentan un sistema de riego

presurizado y una densidad de cultivo superior a 300 plantas por hectarea.

Figura 2.5. Canales de cemento construidos para riego.

La comercializacion de los productos obtenidos por los pequenos productores se realiza
en entrega directa en las industrias agroaceituneras locales o bien algunos productores
elaboran productos artesanales regionales agregandole valor al producto. En cuanto a los

costos de produccion, actualmente, el 30 % corresponde a la cosecha manual, el 20 % es
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mantenimiento del riego, la limpieza y poda en Junio, el 20 % corresponde a impuestos de

comercializacion, flete corto e impuesto inmobiliario rural.

Figura 2.6. Taza de contencion para riego alrededor de cada olivo

El desvio del curso del agua hacia cada planta depende del manejo manual realizado
por el productor. Si bien la literatura sugiere el riego matutino para evitar el desarrollo de
patogenos y el quemado de las hojas por la incidencia solar directa. El riego se realiza en el

horario convenido con la Municipalidad para cada finca.

Las fincas de mayor tamafio cuentan con perforaciones propias para extraccion de agua.

La Fig. 2.7 muestra la cadena de valor de la olivicultura actual.
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Figura 2.7. Actividades principales por etapa y sector de la cadena de valor (Unidn Industrial Argentina)

Gran parte de los productores del sector, fundamentalmente los productores
tradicionales, tienen un bajo desarrollo de la infraestructura de riego. El sistema utilizado en
algunas regiones cultivadas es ineficiente, siendo el riego por inundacion la metodologia
aplicada en la mayoria de los campos productores tradicionales. A su vez, en muchos casos
los canales revestidos primarios se encuentran en mal estado, asi como también el agua
existente es de mala calidad, teniendo un alto contenido de salinidad.

El sistema de riego por inundacion es el mas tradicional y fue el usual hasta finales del
Siglo XX, cuando se invent6 el riego localizado. Actualmente, la tendencia es sustituirlo por
otras técnicas que realicen un mejor aprovechamiento del recurso hidrico. Se estima que las
pérdidas de agua originadas s6lo por evaporacion, en largos recorridos y a cielo abierto, son
de aproximadamente un 25 % (sin contar las filtraciones no controladas, roturas de
conductos, los cuales en algunos casos, las pérdidas alcanzarian los dos tercios del agua
utilizada).

Sumado a ésto, la eficiencia del riego es baja a causa de turnos de riego demasiados
largos en suelos arenosos y falta de informacion precisa sobre le uso de agua por cultivo. El
tratamiento actual para la rama seca es la poda gruesa (Fig. 2.8.) y posteriormente la quema

de la planta afectada (Fig. 2.9.).
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Figura 2.8. Rama seca del olivo observada en 2015

En este ejemplar de olivo de la Fig. 2.8. puede observarse desecacion y momificacion
de las inflorescencias, como asi también, el acartuchamiento de las hojas y el decaimiento

general de la planta.
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Figura 2.9. Tratamiento actual de la rama seca en olivo

La Fig. 2.9. muestra el tratamiento actual de rama seca, el cual incluye la secuencia de
limpieza, poda, quema y por otro lado, se realizaron trabajos de solarizacion en algunos
casos. Dicha solarizacion tiene por objeto conservar la temperatura elevada del suelo captada
durante el dia a fin de evitar el desarrollo de patdogenos con la humedad relativa del suelo.

Es sabido que elevadas temperaturas producidas por la aplicacion de plasticos al suelo
alrededor del tronco del olivo, 37 a 50 ° C obtenidas en los primeros 20 cm de suelo durante
dos a cinco semanas tal como lo describieron Katan et al, (1983), Pullman y De Vay (1984)
y Elena y Tjamos, (1992) disminuye la densidad de las estructuras de resistencia de los
patdgenos en el suelo, en olivares de Espafia y Grecia segun Blanco-Lopez y Jiménez-Diaz,

(1995) la solarizacion incrementa el fendmeno de recuperacion natural de los arboles.
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Un arbol de olivo sintomatico por por rama seca a partir del cual se aislo el patogeno P.
palmivora en raiz, se muestra en la Fig. 2.10. en Junio 2006. Se describe un incipiente grado
de afectacion por rama seca en grado 1 y al fondo de la imagen se observa la sierra del
Velasco. Una vista panoramica del sitio LR donde se observa el cordon montafioso de la

precordillera riojana, una cortina corta-viento conformada por pinos y el olivar de estudio.

Figura 2.10. Panoramica del sitio LR
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Arboles de olivo sintomaticos por rama seca y a partir de los cuales se aislo el patdgeno
Phytophthora palmivora se muestran en la Fig. 2.11. en la evaluacion realizada en Junio

2015. Se describe una afectacion por rama seca de grados 3 y 4.

Figura 2.11. Olivo atacado por rama seca en el sitio LR
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Este muestreo de suelo y de raices se realizdo tomando una submuestra de suelo por
planta a 60 cm desde la base del tronco y de 0 a 20 cm de profundidad. Para completar la
toma de muestras se realizé este mismo muestreo en el 10 % de las plantas por hilera al azar
sobre el 40 % de las hileras recorriendo el lote. Con las submuestras se obtuvo una muestra
compuesta pesando entre 2 a 4 kg de suelo por hectarea. Ademas se colectaron muestras de

raices.

Figura 2.12. Muestreo de suelo del olivar en Aimogasta, LR, Junio 2015
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La Fig 2.13 muestra un ejemplar de olivo con grado 1 de afectacion.

Figura 2.13. Ejemplar de olivo con grado 1 de afectacion por rama seca

Este ejemplar presenta un grado incipiente de afectacion, con sintomas observables de

decaimiento y amarillez foliar.
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La Fig. 2.14. muestra un olivo con grado 3 de afectacion.

Figura 2.14. Olivo con grado 3 de afectacion por rama seca

Este ejemplar presenta el maximo grado de afectacion, con sintomas observables de

desecacion, amarillez, acartuchamiento y muerte.
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La Fig. 2.15. muestra un olivo con grado 4 de afectacion.

Figura 2.15. Olivo con grado 4 de afectacion por rama seca
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El olivar en estado de recuperacion se muestra en la Fig. 2.16.

Figura 2.16. Olivar en estado de recuperacion en el sitio BA (Junio 2006)
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Durante el otofio del 2006 se registraron en 15 plantaciones de olivo en un rango de 300
a 400 hectareas, la corona de la muerte regresiva y los sintomas de podredumbre radicular
con una incidencia media de 2 en plantaciones de LR y I en la plantacion de BA. En general,
en LR se observo muerte de plantas y ramas secas (muerte parcial de ramas, brindillas y
hojas). Se observo incidencia de patologia causada por Phytophthora palmivora. Con
referencia a la rama seca se estimo baja incidencia y gravedad en los arboles que recibieron
limpieza y poda previamente, durante el afio 2006.

Las elevadas temperaturas, restricciones sobre el riego por goteo y otras condiciones
ambientales hacen pensar que esta patologia podria estar asociada con una combinacion de
estrés de la planta anadido a la accion de diversos patdégenos. Por otro lado se observo
presencia de dafio a causa de Verticillium spp. y Fusarium spp. en algunos arboles.

En BA la superficie del suelo presentaba cobertura vegetal y un tratamiento previo de
una enmienda organica como abono. En este sitio se observé en todos los afios de monitoreo,
menor incidencia de enfermedad que en LR y en general las plantas se encontraban en estado
de recuperacion.

En tanto, durante el otofio del 2010 en 15 plantaciones de olivo en un rango de 300 a
400 hectareas, la corona de la muerte regresiva y sintomas de podredumbre radicular se
registraron con una incidencia media de 3 en plantaciones de LR y 1 en la plantacion de BA.

Por otra parte, de la observacion realizada cinco afos después, durante el otofio del
2015, en 15 plantaciones de olivo en un rango de 300 a 400 hectareas, se registro un aumento
en la incidencia de la enfermedad. La corona de la muerte regresiva y sintomas de
podredumbre radicular se registraron con una incidencia media de 4 en plantaciones de LR y

0 en la plantacion de BA.

2.3.4. Caracterizacion fisicoquimica y biolégica de suelos de los olivares
Las muestras de ambos suelos fueron procesadas en el laboratorio, homogeneizadas y

tamizadas. Para estudios microbiologicos se realizaron diluciones decimales de las mismas

tal como se muestra en la Fig. 2.17.
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Figura 2.17. Procesamiento de las muestras

En cada unidad experimental, cinco muestras compuestas por 20 submuestras a tres
profundidades (0 a 5 cm, 5 a 20 cm y 20 a 40 cm) fueron uniformemente distribuidas en un
area de aproximadamente 1 hectarea.

Aproximadamente 4 Kg de suelo fue colectado y transportado al laboratorio. El suelo
intacto se enfridé con hielo seco en el campo inmediatamente después de la coleccion y las

muestras de la misma profundidad y sitio se mezclaron antes de ser tamizadas.

La Tabla 2.2. muestra las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos cultivados con

olivares de La Rioja y de Buenos Aires.
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Tabla 2.2. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de olivares.

Caract\Trat
H
pH
MOS
N-Total
C/N
CE
N-NO3
Pi

CIC

Referencias: Datos de las variables fisicoquimicas del suelo, LR: suelo de olivar situado en La Rioja, BA:
suelo de olivar situado en Buenos Aires, s sintomatico por ataque fingico, h olivar asintomatico, ¢ suelo
sin cultivar lindero al olivar. Los datos mostrados representan la media de tres repeticiones (n=3) seguida
de su desvio estandar para cada suelo. Valores medios con letras iguales por fila no son estadisticamente

LRe
20,8+0,2a
9,00+0,8a
13,4+0,3b
0,90+0,5b
8,60+0,5a
0,78+0,7a
37,1£0,2b
6,00+0,5b
6,00+0,5b
1,88+0,2b

34,4540,2a
0,97+0,2b
1,70+0,2b
0,76+0,02b
4,40+0,02b
0,20+0,02b
2,00+0,02b

7,75+0,02a

LRs
20,20+0,2a
8,70+0,4a
13,5+0,3b
1,00+0,5b
7,70+0,5a
0,72+0,8a
40,7+0,2b
7,80+0,5b
6,00+0,2b
1,4+0,2b
35,58+0,8a
1,05+0,2b
1,7240,2b
0,77+0,02b
4,40+0,02b
0,190,02b
2,00+0,02b

7,87+0,02a

LRh
22,30+0,2a
9,00+0,4a
13,2+0,3b
1,00+0,5b
7,8+0,5a
0,81+0,7a
39,8+0,2b
6,50+0,5b
5,80+0,2b
1,48+0,2b
36,31+0,2a
0,99+0,2b
1,7840,2b
0,69+0,02b
4,40+0,02b
0,17+0,02b
2,00+0,02b

7,81+0,02a

diferentes segun el test de diferencia de medias (p=0,05).

A partir de los resultados de la Tabla 2.2 surge que los datos de pH resultaron
significativamente superiores (p<0,05) en LR con respecto a BA. En tanto los datos de Calcio
y Boro no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambos sitios.
En cambio los datos observados en las variables MOS, CIC, Nitrégeno total, Nitrogeno
provenientes de nitratos, relacion C/N, Fosforo, Potasio, Magnesio, Sodio, Cinc, Manganeso,

Cobre y Hierro presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) siendo

superiores en BA con respecto a LR.

51

BAc
24,3+0,3a
7,10+0,2b
104,1+0,2a
5,304£0,5a
11,4+0,5b
1,12+0,7b
76,5+0,2a
97,9+0,5a
19,4+1,2a
3,36+0,2a
33,58+0,2a
4,40+0,2a
2,90+0,2a

12,800,02a
18,30+0,02a
1,23+0,02a
36,6+0,02a

8,88+0,02a

BAs
24,9+0,2a
7,10+0,3b
82,8+0,3a
4,50+0,5a
10,7+0,5b
1,15+0,9b
73,3+0,2a
96,6+0,5a
22,8+1,2a

3,3+0,2a
29,91+0,2a
5,06+0,2a
3,00+0,2a
11,30+0,02a
17,60+0,02a
1,13+0,02a
30,5+0,02a

7,97+0,02a

BAh
25,140,2a
7,20+0,3b
92,240,9a
3,90+0,5a
13,8+0,5b
1,00+0,9b
81,5+0,2a
95,4+0,5a
26,8+1,2a
3,9840,6a
33,42+0,2a
5,96+0,2a
3,50+0,2a

11,10+0,02a

15,70+0,02a
1,04+0,02a
29,1+0,02a

8,67+ 0,02a



Por otra parte, la Tabla 2.3. muestra los resultados de las variables biologicas globales
medidas en los suelos correspondientes a los olivares de los sitios de La Rioja y de Buenos
Aires. El coeficiente bioldgico del suelo fue significativamente superior (p<0,05) en LR con
respecto a BA en los primeros 5 cm. En tanto el coeficiente metabolico no present6 variacion

entre ambos sitios.

Tabla 2.3. Caracteristicas biologicas globales del suelo de olivares

Tratamientos Caracteristicas

RES (1) Cmic (1) C-CO2/C-MOS  Cmic/C-MOS
BAs
0a5cm 371+ 0,2b 209+ 0,2b 1,77b 1,15b
5a20cm 307+ 0,2b 186+ 0,2b 1,38b 1,02¢
20 a 40 cm 201+ 0,2¢ 171+ 0,2¢ 1,17¢ 0,93¢
BAh
Oa5cm 267+ 0,3b 210+ 0,5b 1,78b 1,18b
5a20cm 351+ 0,3b 202+ 0,3b 1,73b 1,14b
20 a40 cm 233+ 0,3¢c 196+ 0,5b 1,18¢c 1,66a
BAc
0a5cm 398+ 0,2a 239+ 0,2a 1,66b 1,26a
5a20cm 313+ 0,2¢ 211+ 0,2b 1,55¢ 1,11b
20 a 40 cm 241+ 0,2¢ 196+ 0,2b 1,22¢ 1,03¢
LRs
0a5cm 421+ 0,2a 213+ 0,2b 2,14a 1,18b
5a20cm 307+ 0,2b 206+ 0,2b 1,89a 1,14b
20 a 40 cm 258+ 0,2¢ 181+ 0,2b 1,42b 1,00¢c
LRh
Oa5cm 225+ 0,2¢ 209+ 0,2b 2,04a 1,21b
5a20cm 218+ 0,2¢ 180+ 0,2b 1,43¢ 1,05¢
20 a 40 cm 252+0,2¢ 179+ 0,2b 141c 1,04¢
LRe
0aScm 265+ 0,2¢ 233£0,2a 2,05a 1,23b
5a20cm 274+ 0,2¢ 226+ 0,2a 1,83a 1,19b
20240 cm 361+ 0,2b 197+ 0,2b 1,83a 1,03¢
p 0,05 0,05 0,05 0,05

(1): mgCO,.Kgss™.10 d”!
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Referencias: LR: suclo de olivar situado en La Rioja, BA: suelo de olivar situado en Buenos Aires, s
sintomatico por ataque fungico, h olivar asintomatico, ¢ suelo sin cultivar lindero al olivar. Los datos
mostrados representan la media de tres repeticiones (n=3) seguida de su desvio estandar para cada suelo.
Valores medios con letras iguales por columna no son estadisticamente diferentes al test de diferencia de
medias (p=0,05).

2.3.5. Caracterizacién bioquimica de suelos de los olivares

Las unidades de expresion de las actividades enzimaticas determinadas son las
siguientes para la actividad fosfomonoesterasa (Fm), actividad fosfodiesterasa (Fd), B-
glucosidasa (8-Glu) es [umol pNP.g"'. h™'], para ureasa (U) es [umol N-NH,".g". h'], para
catalasa (Cat) es [mmol H,O, consumido por g”. h™] y para deshidrogenasa (DH) es [pmol
INTF g h'].

Tabla 2.4. Caracteristicas bioquimicas del suelo de olivares

Suelo Fm Fd U Cat B-Glu DH
LRs0-5cm  0,2+0,001a 0,2+0,001a 28,3+0,003a 2,9+ 0,002a  2,8+0,002a 3,4+0,004a
LRsS5-20ecm  0,1+0,001a 0,2+0,001a 29,1+0,001a 2,9+ 0,002a  1,8+0,003a 3,9+0,001a
LRc0-5cm  0,2+0,001a 0,1+0,001a 22,1+0,003a 0,3+ 0,002b  0,3+0,002b 0,7+0,004b
LRc5-20 cm  0,2+0,001a 0,1+0,001a 21,5+0,001a 0,4+ 0,002b = 0,4+0,003b 0,7+0,002b
LRh0-5e¢m  0,2+0,001a 0,2+0,001a 31,5+0,003a 0,2+ 0,002b  0,4+0,002b 0,4+0,004b
LRh 5-20 cm  0,2+0,001a 0,2+0,001a 28,3+0,003a 0,2+ 0,002b  0,2+0,002b 0,4+0,004b
BAs0-5cm  0,2+0,001a 0,1+0,001a 29,5+0,004a 2,3+0,002a  3,1+0,002a 3,9+0,004a
BAs 5-20 cm  0,2+0,004a 0,3+0,001a 30,1+0,001a 2,2+ 0,002a  3,2+0,003a 3,9+0,001a
BAc0-5cm  0,2+0,001a 0,4+0,001a 28,9+0,003a 0,1+ 0,002b  0,2+0,002b 3,8+0,004a
BAc5-20cm  0,2+0,001a 0,1+0,001a 28,1+0,001a 0,1+ 0,002b  0,8+0,003b 3,8+0,001a
BAh0-5cm  0,2+0,001a 0,1+0,001a 31,1+0,001a 0,1+ 0,002b  2,1+0,003a 4,7+0,001a

BAh5-20 cm  0,2+0,001a 0,1+0,001a 28,5+0,001a 0,9+ 0,002b  2,8+0,003a 4,7£0,001a

Referencias: LR: suelo de olivar situado en La Rioja, BA: suelo de olivar situado en Buenos Aires, s
sintomatico por ataque fungico, h olivar asintomatico, ¢ suelo sin cultivar lindero al olivar. Los datos
mostrados representan el promedio de tres repeticiones (n=3) con su desvio estandar para cada suelo y
profundidad. El promedio de los datos con letras iguales por columna no son estadisticamente al test de
diferencia de medias (p=0,05).
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Los datos observados en la Tabla 2.4. muestran las actividades enzimaticas encontradas
en los suelos de olivares en los diferentes sitios. El rango de actividad de la enzima
fosfomonoesterasa fue de 0,1 a 0,2 pmol pNP.g"'. h”, mientras que para la actividad
fosfodiesterasa fue de 0,1 a 0,4 pmol pNP.g™". h™'. El rango de actividad catalasa fue de 0,1 a
2,9 mmol H,0, consumido por g'l. h'!. Para la actividad ureasa los valores oscilaron entre
21,5 y 31,1 pmol N-NH,".g"". h™". Los valores para la actividad de la enzima B-glucosidasa
fue de 0,2 a 3,2 umol pNP.g’l. h'. El rango de actividad deshidrogenasa fue de 0,4 a 4,7
umol INTF g h!

Las actividades fosfomono y diesterasas y ureasas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los sitios BA y LR (p<0,05) como asi tampoco entre los
tratamientos en cada sitio ni entre cada profundidad de suelo estudiada. Por su parte la
actividad de la enzima deshidrogenasa fue maxima en suelo BA coincidentemente con la
presencia de un mayor aporte de materia organica. En tanto en LR, la actividad
deshidrogenasa fue significativamente superior (p<0,05) en presencia del patogeno en el
suelo.

Por su parte la actividad catalasa fue maxima en presencia del patogeno para ambos
suelos, fue la Unica enzima que se asocid con la presencia del patégeno independientemente
del clima y tipo de suelo. Mientras que la actividad de la enzima B-glucosidasa mostro
diferencias estadisticamente significativas en presencia del patégeno con respecto al suelo
control y de olivares asintomaticos en el sitio LR. Por tanto esta enzima se comportd como
indicador sensible a la presencia de patogenos en el suelo. Lo mismo fue observado para las
enzimas deshidrogenasa y catalasa.

Significativamente la presencia del patdogeno en LR se asocidé con la mayor actividad de
las enzimas DH, Cat y B-Glu para las profundidades 0-5 cm y 5-20 cm. La actividad catalasa
fue la enzima que se relaciond con la presencia del patogeno en todas las profundidades
independientemente del clima y tipo de suelo. En resumen la presencia del patdogeno en el
suelo se asocio con la mayor actividad catalasa independientemente del clima y del tipo de
suelo. Y en conjunto, las enzimas catalasa, deshidrogenasa y B-Glu se asociaron con la
presencia del patogeno en el sitio LR.

La Fig. 2.18. muestra el biplot de las primeras componentes principales realizadas a
partir de todo el conjunto de variables estudiadas en este Capitulo. En la misma pueda
observarse que en el suelo mds arenoso la saturacion de calcio y el cociente metabolico se

encontraron positivamente relacionados. A su vez estas variables estuvieron relacionadas
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negativamente con respecto a la saturacion de magnesio, el contenido de potasio, el
contenido de nitratos, la materia organica, el contenido de sodio, y el contenido de carbono
total y nitrogeno total.

Todas estas variables fueron explicadas por la componente principal 1, la cual expreso
el 60,4 % de la variabilidad de los suelos estudiados. Por otra parte puede observarse una
fuerte asociacion entre las variables bioldgicas y bioquimicas del suelo, RES, DH, (3-Glu y

Cat.
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Figura 2.18. Biplot de las variables globales.

En relacion con las variables biologicas RES se asocio con la presencia de patdégeno
independientemente del clima y tipo de suelo. No obstante, RES fue mayor en el suelo sin
perturbar y con enmienda orgéanica (BAc). Por otra parte, Cmic respondio al igual que RES
siendo mas elevado en suelo sin cultivar en los primeros 5 cm de profundidad
independientemente del clima y tipo de suelo. En LR, el qCO, fue menor en el suelo sin

cultivar.
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Por otra parte, se estudid el comportamiento de las variables biologicas del suelo con
respecto a la presencia o ausencia del patdégeno (Fig. 2.19). A efectos de evaluar si las
mismas estaban relacionadas se realizo un analisis multivariado de componentes principales.

El mismo logro explicar el 70 % de la varianza del sistema.
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Figura 2.19. Biplot de las variables bioldgicas.

En tanto, se estudioé el comportamiento de las variables bioquimicas del suelo con
respecto a la presencia o ausencia del patogeno (Fig. 2.20). A efectos de evaluar si estaban
relacionadas se realizo un andlisis multivariado de componentes principales. El mismo logrd

explicar el 84 % de la varianza del sistema.
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Figura 2.20. Biplot de las variables bioquimicas.

Con respecto al analisis funcional de las comunidades bacterianas de cada suelo medido
por utilizacion de fuentes unicas de carbono, se registraron diferencias estadisticamente
significativas con mayor variabilidad en los perfiles del suelo LR y frente al BA. La Tabla
2.5 muestra los resultados de los indices microbioldgicos de los suelos obtenidos a partir del

analisis de perfiles funcionales a nivel de comunidades bacterianas.
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Tabla 2.5. indices microbiolégicos de suelos de olivares

AWCD R H
LRs
0-5 cm 0,703a 19a 3,26a
5-20 cm 0,878a 20a 3,11a
LRh
0-5 cm 0,526b 17b 1,89b
5-20 cm 0,484b 17b 1,78b
LRc
0-5 cm 0,512b 17b 1,15b
5-20 cm 0,439b 16b 1,01b
BAs
0-5cm 0,895a 20a 391a
5-20 cm 0,849a 19a 3,89a
BAh
0-5 cm 0,517b 15b 1,18b
5-20 cm 0,573b 15b 1,11b
BAc
0-5 cm 0,483b 15b 1,92b
5-20 cm 0,441b 15b 1,79b

Referencias: LRs: suelo de olivar sintomatico de P. pa/mivora situado en La Rioja; LRh: suelo de olivar
asintomatico situado en La Rioja; LRe: suelo sin cultivar lindero al olivar situado en La Rioja; BAs: suelo
de olivar sintomatico por ataque fungico situado en Buenos Aires; BAh: suelo de olivar asintomatico
situado en Buenos Aires; BAc: suelo sin cultivar lindero al olivar situado en Buenos Aires.

2.4. Discusion

En el marco del paradigma de investigacion positivista y desde un enfoque holistico, se
realiz6 el presente estudio sobre dos suelos de olivares en Argentina. Para ello se tuvieron en
cuenta las bases de esta posicion metodologica y epistemologica en referencia a como los

sistemas y sus propiedades, deben ser analizados en su conjunto y no solo a través de las
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partes que lo componen tal como publicd Jaulin, A. (1999). En este caso de estudio, atin
analizadas las partes separadamente, se estudio el sistema como un todo integrado y global
determinando la contribucion individual de las partes a los procesos biologicos del
ecosistema suelo.

Las partes estudiadas fueron el monitoreo sanitario de los olivos, los aspectos
bioquimicos y microbioldgicos del suelo rizosférico de los olivos y los aspectos
fisicoquimicos de dichos suelos. Acorde con ésto resultaria muy importante predecir con
suficiente anticipacion el posible desarrollo de una enfermedad del olivo sobre la base del
analisis multivariado utilizando indicadores ambientales que incluyeran diferentes areas de
investigacion frente al mismo objeto de estudio acorde con Freitez et al., (2009) y Bombelli,
E.C. (2011).

Asi como publicaron Bardgett y Wardle (2010) los resultados de la interaccion entre los
procesos que vinculan la superficie y la profundidad del suelo determinan la gobernabilidad
de los procesos microbioldgicos del ecosistema. En este sentido y considerando la superficie
del suelo como una de las partes de estudio, se llevo a cabo el monitoreo sanitario de los
olivares durante los afios 2006, 2010 y 2015 segun Pérez et al., (2004). Considerando otra de
las partes de estudio, la evaluacion de los aspectos bioquimicos y microbiologicos en la
profundidad del suelo se analizaron segiin Paz-Ferreiro et al., 2007, Rossi, M.S. (2008) y
Paz-Ferreiro y Fu (2014).

Otra de las partes de estudio fueron los aspectos fisicoquimicos de los suelos los cuales
se analizaron desde tres pools o compartimentos de los principales nutrientes del suelo. En lo
referente al carbono, se evaludé el carbono total, el carbono proveniente de biomasa
microbiana, el carbono organico, el cociente metabdlico, el cociente bioldgico y la actividad
de la enzima B-glucosidasa vinculada con el ciclo del carbono. En cuanto al ciclo
biogeoquimico del nitrogeno, se evalud el nitrogeno total, el nitrdgeno proveniente de
nitratos y la actividad ureasa.

En cuanto al ciclo del fosforo se evalud el contenido de fosforo y las actividades
enzimaticas fosfomonoesterasas y fosfodiesterasas. Y por otra parte, se evalud la actividad
microbiana que interacciona con estos pools de nutrientes mediante la determinacion de las
actividades enzimaticas catalasas y deshidrogenasas. En este sentido, el monitoreo del
panorama sanitario de los olivares y la caracterizacion fisicoquimica, bioldgica y bioquimica
de los suelos de olivares se presentaron en este Capitulo.

Como resultados del monitoreo del panorama sanitario de los olivares en LR se observo

muerte de plantas y ramas secas, principalmente, la muerte parcial de ramas, brindillas y
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hojas. En general se encontrd elevada incidencia de patologia causada por P. palmivora
durante el afio 2006, con escasa afectacion a nivel de la planta, es decir, grados de afectacion
entre 1 y 2, representando menos del 25 % de partes afectadas en cada ejemplar de olivo y un
10 % del olivar. En tanto, en el afo 2010, la incidencia de la enfermedad fue mayor en LR,
reportandose afectacion de grado 2 y 3 y un 30 % del olivar. En la tltima observacion
realizada en Junio 2015, el grado de afectacion fue superior a 4, ésto referia a mas de un 75
% de afectacion de la planta 'y a un 50 % del olivar.

En referencia al monitoreo de rama seca se estimd baja incidencia y gravedad en los
arboles que recibieron limpieza y poda previamente. Las elevadas temperaturas, restricciones
sobre el riego por goteo y otras condiciones ambientales condujeron a pensar que esta
patologia podria estar asociada con una combinacion de estrés de la planta afiadido a la
accion de diversos patogenos. Por otro lado se observd presencia de dafio a causa de
Verticillium spp. y Fusarium spp. en algunos arboles.

En tanto, en BA la superficie del suelo presentaba cobertura de residuos vegetales secos
y el suelo habia recibido un tratamiento con enmienda organica. So6lo en el ano 2006 se
observo la presencia del patogeno Phyllosticta panizzei ocasionando lesiones necrdticas en el
apice de la lamina foliar. Asimismo en el sitio BA, se observdo menor incidencia de
enfermedad que en LR y en general las plantas se encontraban en estado de recuperacion
durante el afio 2006. En los afios siguientes la incidencia de patdgenos tendio a desaparecer.

Como resultado de la caracterizacion fisicoquimica realizada en los suelos a
profundidades de 0 a 5 cm, de 5 a 20 cm y de 20 a 40 cm, fue posible decir que los datos de
pH resultaron significativamente superiores (p<0,05) en LR con respecto a BA. En tanto los
datos de las variables Calcio y Boro no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre ambos sitios. En cambio los datos observados en las variables
humedad, materia orgénica, capacidad de intercambio catiénico, Nitrogeno total, Nitrégeno
proveniente de Nitratos, relacion Carbono y Nitrogeno, Foésforo, Potasio, Magnesio, Sodio,
Cinc, Manganeso, Cobre y Hierro presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) siendo superiores en BA con respecto a LR, tal como se muestra en la Tabla 2.2.

Doran y Parkin (1994) incluyeron a la materia organica como el componente mas
importante a seleccionar entre un grupo de datos minimos y necesarios para definir la calidad
del suelo. En particular, la materia organica del suelo se considera un indicador quimico
significativo de calidad, segun Larson y Pierce (1991), razon por la cual dicha variable fue
evaluada.

Desde otro punto de vista, las caracteristicas bioquimicas y bioldgicas del suelo fueron
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utilizadas como indicadores de calidad del suelo siendo sensibles a cambios tanto de
condiciones de manejo del suelo, segun Paz-Ferreiro y Fu, (in press) como al uso del suelo,
segun Paz-Ferreiro et al., (2007). Es sabido que en los tltimos afios se realizaron numerosos
trabajos para entender como los microorganismos interactian en entre si y como gobiernan la
funcionalidad del ecosistema suelo. En particular, el estudio de las relaciones sobre y bajo la
superficie del suelo estudiadas por Bardgett y Wardle (2010) es un campo de investigacion
que avanza rapidamente.

Sin embargo, para nuestro conocimiento existen pocos trabajos que relacionen la
calidad del suelo y la supresion de enfermedades, seglin Janvier et al., (2007), y muy pocos
estudios se focalizan en el uso de las caracteristicas biologicas del suelo en particular de las
enzimas en relacion con la supresividad natural edafica. Avanzando en el estudio, la
caracterizacion biologica de los suelos se realizd segun Alef y Nannipieri (1995), Abril et al.,
(2005), Piquin et al., (2006) y Rossi et al., (2008). Entre las variables biologicas globales
estudiadas se encuentra la respiracion basal del suelo en los diferentes suelos en LR y como
en BA y en diferentes estados de sanidad del olivo es decir en presencia y en ausencia
sintomas del patogeno en raiz, tal como se muestra en la Tabla 2.3.

La actividad respiratoria fue medida por la produccion de CO; teniendo en cuenta que
es un indicador global de la actividad de los organismos aerobios del suelo debido a que la
degradacion de la materia organica es una propiedad de los microorganismos heterotrofos,
segun Anderson y Domsch (1990). Esta determinacion fue realizada para estimar la actividad
biologica global de los suelos a diferentes profundidades influidas por las raices de olivos, es
decir, de 0 a 5, 5 a 20 y 20 a 40 cm. Como resultado fue posible observar que en BA, en
presencia de olivares sintomaticos, el rango de RES fue de 201 a 371 mgCO,.kgss, el rango
de RES en el suelo de olivos asintomaticos fue de 233 a 351 mg CO,.kgss” y de 213 a 398
mg CO,.kgss™ para el suelo control sin cultivar. Mientras tanto en LR el rango de RES fue de
258 a 421 mg CO,.kgss™ para el suelo con olivares sintomaticos, un rango de 218 a 252
mgCO,.kgss" en suelos con olivares asintomaticos y de 265 a 361 mg CO, mg CO,.kgss™
para el suelo control.

A partir de la comparacion de todos los tratamientos fue posible concluir que la mayor
actividad respiratoria se verifico en el tratamiento control o suelo sin cultivar, tanto en LR en
BA, lo cual resulta coincidente con lo observado por Piquin et al., (2006). En concordancia
con la respuesta bioldgica de los suelos sin cultivar hallada en los trabajos de Abril et al.,
(2005) y Rossi, M.S. (2008). Ademas fue posible hallar una diferencia estadisticamente

significativa (p<0,05) en la respiracion del suelo a favor de BA y los controles de suelo sin
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cultivar, con respecto al suelo de olivares LR, lo cual globalmente, podria estar indicando
mayor actividad bioldgica en el sitio con mayor aporte de residuos organicos como cobertura.

Esta informacion se relaciona directamente con lo encontrado por Abril et al., (2005)
pues publicaron que la tasa de perturbacion del suelo y la cobertura superficial produce
cambios sustanciales en los procesos de descomposicion de los residuos vegetales,
principalmente aquellos relacionados con la acumulacion de carbono organico y la
disponibilidad de nutrientes.

Otro de los indices utilizados para estudios biologicos del suelo, ampliamente aceptado
es el cociente metabolico (qCO,), el cual representa la respiracion del suelo por unidad de
biomasa calculada seglin la formula de Anderson y Domsch (1993). De acuerdo con Scheu y
Parkinson (1995) en este trabajo se observo una disminucion del gCO; conforme aumento la
profundidad del suelo. Estas diferencias podrian ser atribuidas a una proporcion mas
significativa de organismos fisiologicamente activos en relacion con residuos de las plantas.

En concordancia con este resultado se observo que la actividad deshidrogenasa
disminuy6 conforme aument6 la profundidad del suelo. Los datos superiores de qCO, indican
que los microorganismos son menos eficientes en el uso de fuentes energéticas o bien que
ellos son mas eficientes como descomponedores de los residuos organicos. El criterio qCO;
se sugiere como indicador adecuado en el estudio de cambios bioenergéticos en ecosistemas
en desarrollo segiin Odum, E. (1969) y para la maduracion progresiva del sistema del suelo,
segun Anderson y Domsch (1990). El uso del criterio qCO, como indicador especifico de
cambio de suelos puede ser recomendado cuando se observan similares valores de pH, segin
Anderson y Domsch (1993). De acuerdo con estos autores, qCO, valores mas altos en
ecosistemas jovenes y mas bajos en ecosistemas maduros.

Asi como se demostrd en este trabajo, los valores mas bajos de qCO; se observaron
siempre en el suelo BA. En el mismo sentido, se observd una correlacion positiva (p<0,05)
entre las actividades bioldgicas globales y las caracteristicas quimicas del suelo. Cmic fue
significativamente mas alto en suelo control en ambos sitios, independientemente del clima,
tipo de suelo y profundidad.

Debido a que la biomasa microbiana del suelo tanto como la fraccion activa de la
materia organica responde mas rapidamente que la MOS a todos los cambios en el manejo,
en el clima, entre otros factores, la biomasa microbiana y la relacion entre la biomasa
microbiana y la MOS, fueron propuestos como indicadores del estado y de los cambios de la
MOS total del suelo, segtn los autores Dick, R.P. (1992), Powlson, D.D. (1994) y Pankhurst

y Lynch (1995). Dada la importancia de dicha variable es que fue analizada en el presente
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trabajo donde se hallé que en BA en presencia de sintomatologia a causa del patdgeno en BA
el rango de Cmic encontrado fue de 171 a 209 mg CO,.Kgss™, en ausencia de sintomatologia
el rango fue 196 a 210 mg CO,.Kgss" y un rango de 196 a 239 mg CO,.Kgss™ en el suelo
control sin cultivar. Por otra parte en ausencia de sintomatologia a causa del patégeno en
suelo en LR el rango de Cmic observado fue de 179 a 209 mg CO,.Kgss™. En el suelo LR
control sin cultivar el rango de Cmic observado fue de 197 a 233 mg CO,.Kgss™'. Los datos
presentaron homogeneidad tanto en los tratamientos en LR y asi como en BA.

Por lo expuesto en lo vinculado con las variables biologicas globales podria decirse que
se hallaron evidencias estadisticamente significativas (p<0,05) para decir que resultan
sensibles al manejo del suelo, presentando valores mas elevados en suelos sin cultivar, pero
no fueron sensibles a la presencia del patdogeno en los suelos estudiados y para todas las
profundidades. Todos los estudios realizados dentro de la evaluacion de las variables
bioldogicas globales en los objetivos especificos propuestos en el presente trabajo pudieron
cumplirse en su totalidad. Sin embargo es sabido que la alteracion de las condiciones del
suelo por las practicas de manejo puede afectar la produccion de los cultivos a través de su
influencia en la distribucion de la materia organica, actividad microbiana y dinamica de
nutrientes, segun Salinas-Garcia et al., (1997). Por todo lo expuesto se procedid a buscar
variables bioquimicas capaces de reflejar el estado actual del suelo.

Nannipieri et al., (1990) indicaron que las actividades enzimaticas son especificas de
un sustrato y estan relacionadas con reacciones especificas. Por ello, resulta dificultoso
conseguir mediante un solo valor de actividad enzimatica, el conocimiento del estado general
de nutrientes de un suelo o determinar el indice de actividad microbiologica del mismo. Sin
embargo medidas simultaneas de varias enzimas pueden resultar utiles como marcadores de
bioactividad y pueden ser utilizadas como indices de fertilidad bioquimica del suelo, tal como
indicaron Gil-Sortres et al., (1992) .

Con respecto a la caracterizacion bioquimica de los suelos se midié la actividad
microbiana mediante metodologia enzimatica considerando un perfil compuesto por seis
enzimas presentes en el suelo tal como publicaron Garcia y Hernandez., (2005), Paz-Ferreiro
et al, (2007) y Rossi et al, (2008). Las enzimas del suelo son importantes como
catalizadores de numerosas reacciones necesarios para el proceso de vida de los
microorganismos en el suelo, la descomposicion de los residuos organicos, el ciclado de
nutrientes, y la formacion de la materia organica y la estructura del suelo, segiin Monkiedje et
al., (2006). La actividad enzimatica del suelo es la responsable de la formacion de moléculas

organicas estables que contribuyen a la estabilidad del ecosistema suelo e intervienen en los
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ciclos de los nutrientes tales como el nitrégeno, donde intervienen por ejemplo, ureasas y
proteasas, en el ciclo del fosforo donde intervienen fosfomono y diesterasas y en el ciclo del
carbono donde intervienen B-glucosidasas.

Por la relevancia expuesta vinculada a las actividades enzimaticas es que se propuso
como objetivo especifico evaluar variables bioquimicas. A su vez dentro de este objetivo
especifico se propuso determinar la actividad de las enzimas deshidrogenasas vinculadas
estrechamente a la actividad metabolica de la microbiota edafica presente en los suelos de

olivares.

La actividad deshidrogenasa es un indicador del sistema redox microbiano debido a que
es el principal indicador de la actividad oxidativa del suelo y un indicador general del
carbono orgénico presente en el suelo debido a que esta enzima esta involucrada en la etapa
final de la degradacion de descomponedores derivados de celulosa de bajo peso molecular
acumulado en el suelo hasta la liberacion de glucosa. Garcia y Herndndez, (2005)
encontraron valores medios de actividad deshidrogenasa de alrededor de 9 umol INTF.gss
' en suelos naturales. En cuanto al objetivo especifico de estudiar el perfil bioquimico del
suelo se encontraron los siguientes resultados.

La actividad deshidrogenasa del suelo BA fue de 3,9 pmol INTF.gss'.h™" en el suelo de
olivares sintomaticos, de 4,7 en el suelo de olivares asintomaticos y de 3,8 en el suelo control
sin cultivar. En tanto en el sitio LR la actividad deshidrogenasa fue de 3,1 a 3,9 umol
INTF.gss’l.h'1 en el suelo de olivares sintomaticos, de 0,4 pmol INTF.gss".h" en el suelo de
olivares asintomaticos y de 0,7 pmol INTF.gss".h™" en el control de olivo sin cultivar. Por lo
expuesto se observd mayor actividad deshidrogenasa (p<0,05) en el suelo BA que ademas
incluia mayor contenido de materia organica comparado con el suelo LR.

Debido a que dichas enzimas no son activas independientemente de la célula
microbiana como es el caso de las enzimas extracelulares del suelo la determinacion de la
actividad deshidrogenasa puede considerarse como una variable indicadora de la actividad
microbiologica del suelo tal como lo evaluaron Garcia et al., (1994), Beyer et al., (1982),
Quilchano y Maraion, (1993) y Bergstrom et al., (1998). En este sentido podria decirse se
observé mayor actividad microbioldgica en el suelo del olivar del sitio BA. La actividad
microbiana basada en DH mostré diferencias significativas (p<0,05) mas altas en BA con
respecto a LR. En este estudio DH fue significativamente mas alta en presencia de patdgenos

radiculares del olivo en el sitio LR.
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Por otra parte, otra de las variables de naturaleza bioquimica propuesta como objetivo
especifico dentro del perfil enzimatico a estudiar, se encontr6o la determinacion de la
actividad de la enzima catalasa, altamente vinculada con la actividad microbiana del suelo.
En este estudio se encontr6 que tanto en LR como en BA, también fue la actividad
enzimatica que junto con otras permitio caracterizar los suelos en presencia del patdogeno.

Otra de las variables de naturaleza bioquimica propuesta como objetivo especifico
dentro del perfil enzimatico a estudiar, se encontr6 la determinacion de la actividad 8 -
glucosidasa, altamente vinculada con el ciclo biogeoquimico del carbono. En el presente
trabajo el rango de actividad B-glucosidasa observado en LR fue de 1,8 a 2,8 umol pNP.gss
' h! en suelos con olivares sintomaticos, de 0,2 a 0,4 en suelos con olivares asintométicos y
de 0,2 a 0,8 pmol pNP.gss.h™" en el control de suelo sin cultivar. En tanto en BA fue de 3,1
a 3,2 pmol pNP.gss'.h" en suelos con olivares sintomaticos, de 2,1 a 2,8 en suelos de
olivares asintomaticos y de 0,2 a 0,8 pmol pNP.gss™.h™" en el control de suelo sin cultivar. La
actividad B-glucosidasa present6 diferencias significativas entre ambos sitios de estudio.

Por lo expuesto podria decirse que la actividad B-glucosidasa presentd variacion entre
los diferentes estados de sanidad de los olivos del mismo sitio geografico observandose
mayor actividad en la condicion de olivos sintomaticos por P. palmivora.

Otra de las variables bioquimicas medidas fue la actividad ureasas del suelo. Bajo la
designacion de ureasa se aglutinan todas las hidrolasas capaces de actuar sobre enlaces C-N
no peptidicos de amidas lineales. Son enzimas exocelulares de origen fundamentalmente
microbiano, como asi lo demostraron Ceccanti y Garcia (1994). El rango de actividad ureasa
en BA fue de 29,5 a 30,1 umol NH4-N.gss.h™! en presencia del patogeno, de 28,5 a 31,1
umol NH4-N.gss™".h" en suelo de olivares no sintomaticos y de 28,1 a 28,9 pmol NH4-N.gss™
'h" en el control.

En tanto en LR la actividad ureasa en suelo fue de 28,3 a 29,1 pmol NH,4-N.gss.h™! en
presencia del patogeno, de 28,3 a 31,5 pumol NH4-N.gss™.h™' en olivares no sintomaticos por
P. palmivora y de 21,5 a 22,1 pmol NH4-N.gss™.h™' para el suelo control. La actividad ureasa
se determind en LR, en presencia y en ausencia del patogeno y los resultados obtenidos no
permitieron realizar ninguna discriminacion entre tratamientos ya que presentaron valores
muy similares.

En la determinacion de ureasas del suelo en BA la actividad ureasa encontrada en
suelos en presencia y en ausencia del patdgeno tampoco mostro una diferenciacion clara para
los tratamientos que permitan evaluar el efecto de la incidencia del patogeno sobre el perfil

metabdlico del suelo evaluado. La enzima ureasa en olivares LR a profundidad de 5 a 10 cm
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fue significativamente inferior (p<0,05) no obstante no tuvo significado de impacto vinculado
con la presencia del patogeno.

Por lo expuesto en el presente trabajo pudo observarse que la actividad ureasa no
presento diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los sitios estudiados, por lo
que no se comportd como variable estadisticamente indicadora de cambio ante la
perturbacion y/o ante la incidencia del patdgeno en el suelo. En tanto el objetivo de evaluar la
actividad ureasa pudo cumplirse totalmente.

Contrariamente a lo observado en la determinacion de la actividad deshidrogenasa,
catalasa y B-glucosidasa, la actividades ureasa y fosfatasas mostraron similitudes en los
resultados correspondientes a ambos sitios de muestreo y en las diferentes estados de sanidad
por lo que no mostraron diferencias estadisticamente significativas ante la presencia del
patogeno o ante la perturbacion del suelo. No obstante y con respecto al objetivo especifico
planteado referido a la evaluacion de variables bioquimicas para describir el suelo, el cual
incluia las determinaciones de actividades fosfomonoesterasas y fosfodiesterasas,
deshidrogenasas, ureasas, B-glucosidasas, y catalasas podria decirse que el mismo fue
cumplido en su totalidad. Entonces a partir de dicho analisis podria decirse que las variables
bioquimicas estudiadas permitieron observar variaciones mas discriminantes en el estado del
suelo a diferencia de las variables bioldgicas por lo que podrian postularse dentro de un perfil
de otras variables como indicadores de cambio en el estado del suelo frente a un patégeno.

Como conclusion de este andlisis el suelo LR en presencia del patdogeno mostré mayor
respuesta de actividad enzimatica comparado con el suelo BA en presencia del patégeno. En
ambos sitios de estudio el suelo control sin cultivar mostré6 mayor actividad enzimatica en
general, por lo que podria decirse que se observa mayor actividad biologica en los suelos
menos perturbados independientemente del tipo de suelo.

Las actividades enzimaticas B-glucosidasa, deshidrogenasas y catalasa fueron mas altas
en presencia de hongos de raiz, independientemente del tipo de suelo y clima, para los
primeros 5 cm de profundidad. La actividad microbiana basada en DH fue superior en BA
que en LR (p<0,05) y DH fue mas alta en suelo rizosférico con olivos con raices sintomaticas
por ataque fingico. La actividad basada en actividad catalasa fue mas alta en LR que en BA
(p<0,05) en suelo rizosférico de olivo enfermo independientemente de tipo de suelo y clima.

La actividad microbiana basada en B-glucosidasa fue superior en BA con respecto a LR
(p<0,05) en suelo rizosférico de olivo con raices enfermas por ataque fingico. En tanto las
actividades ureasas y fosfoesterasas no mostraron diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos. En este trabajo el suelo LR en presencia de patogenos en raiz presentd
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mayor bioactividad que en ausencia del patogeno dado por el perfil conjunto de catalasa,
deshidrogenasa y B-glucosidasa.

A partir del analisis de componentes principales basado en las variables biologicas y
bioquimicas estudiadas en los suelo LR y BA, se desprende que las variables bioquimicas
mostraron en un 84 % mejor diferenciacion que las variables bioldgicas que explicaron tan
solo el 69 % de la variabilidad del sistema. En este trabajo las enzimas B-glucosidasa,
deshidrogenasa, catalasa fueron las variables que difirieron en los suelos estudiados
segregando en dos grupos. Se observd una fuerte asociacion en LRs entre las actividades
deshidrogenasas, catalasas y 3-glucosidasas.

El grafico de rangos indico que los suelos fueron definidos en dos grupos LRc, LRh,
BAc y BAh por un lado y LRs y BAs por otro, lo que sugirio la presencia del patdogeno
podria tener un efecto en las caracteristicas estudiadas del suelo. Las variables estudiadas en
ambos suelos mostraron la misma variabilidad en cada suelo. A partir del andlisis estadistico
del perfil enzimatico el cual mostré resultados de la actividad deshidrogenasa en LR y en BA,
fue posible observar claramente que la actividad deshidrogenasa en suelo BA es maxima con
respecto a LR, en tanto no fue una variable capaz de discriminar presencia y ausencia del
patégeno. Por lo expuesto podria sugerirse que un mayor aporte organico mejora
notablemente la actividad metabodlica de la microbiota edafica que alcanza valores cercanos a
los presentados por el suelo sin perturbar.

Con respecto al estudio a nivel de comunidades bacterianas del suelo en presencia y en
ausencia del patégeno se encontrd una elevada correlacion en los primeros 5 cm del suelo
sintomdtico en presencia del patdégeno radicular entre las comunidades bacterianas y el
metabolismo de glucosa, rafinosa, acido citrico y sacarosa. En tanto en suelos sintomaticos de
5 a 20 cm de profundidad las comunidades bacterianas se asociaron con la utilizacion de
arabinosa. En relacion con este analisis Wardle et al., (2004) demostraron que estudios
profundos combinados de la interfaz sobre y debajo del suelo a nivel de comunidades y
ecologia ecosistémica son necesarios para conocer la significancia de la biodiversidad
funcional y de regulacion y de los impactos ambientales producidos por el fenomeno de
cambio global inducido por el hombre .

Estos investigadores propusieron que es necesario un flujo de trabajo temporal para
entender el significado natural y ecoldgico de las relaciones entre las comunidades habitantes
sobre y bajo el suelo ya que las comunidades operan sobre una jerarquia de escalas
temporales, con rangos desde dias hasta estaciones, a milenios, con diferentes consecuencias

para la estructura y funcion del ecosistema.
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Puesto que en este trabajo se observd un comportamiento metabolico diferencial entre
los suelos en presencia y en ausencia del patogeno surge al respecto una nueva hipotesis de
investigacion para continuar evaluando el metabolismo diferencial de las bacterias en este

suelo en presencia de patdogenos del olivo, con metodologia molecular especifica.

2.5. Conclusion

En este Capitulo se enfatizé sobre la importancia de evaluar indicadores de calidad del
suelo en presencia de patdogenos de raiz del olivo. La actividad microbiana observada se
evidencio por las caracteristicas bioquimicas del suelo en los sitios con olivares con sintomas
observables de ataque fungico y se relaciond con la respuesta biologica global del suelo en
cuanto a respiracion y carbono proveniente de biomasa microbiana. Por otro lado, se observo
que la actividad microbiana no reflej6 cambios relacionados con factores abidticos como la
altitud y el clima.

Como conclusion la interaccion entre las actividades catalasa, deshidrogenasa y B-
glucosidasa, la respiracion global del suelo en los primeros 5 cm de profundidad, el carbono
proveniente de la biomasa microbiana del suelo y el metabolismo diferencial de fuentes
carbonadas fue posible caracterizar el sistema en presencia del patdgeno en los primeros 5 cm
del suelo. Estos resultados podran ser utilizados en la construccion de un modelo predictivo
para el desarrollo de enfermedad en olivos. Surge al respecto una nueva hipotesis de trabajo
para continuar evaluando con mayor profundidad el metabolismo diferencial de las bacterias
en este suelo. Como conclusion general se encontr6d que los cambios en el estado de salud de
los olivos podrian estar relacionados con cambios en los indicadores de calidad del suelo.

En el Capitulo 2 las caracteristicas fisicoquimicas, bioquimicas y bioldgicas globales de
los suelos cultivados con olivares de LR y BA mostraron diferencias funcionales. En el
Capitulo 3 se describen los aislamientos bacterianos de relevancia bioquimica e industrial

para una agricultura sustentable obtenidos a partir de los suelos estudiados en el Capitulo 2.
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CAPITULO 3

“La Llave No Encajaba en La Cerradura.
No Buscé Otra Llave.
Buscé Otra Puerta.”

Jorge Luis Borges
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CAPITULO 3

3. Aislamientos bacterianos

3.1. Biodiversidad en suelos supresivos

Es sabido que los suelos poseen una inmensa diversidad microbiana, poco explorada
debido principalmente al caracter no cultivable de una gran cantidad de microorganismos (90
- 99 %) tal como publicaron Rondon et al., (1999), Torsvik y Ovreas (2002) y Torsvik et al.,
(2002). Los estudios de biodiversidad actuales pretenden caracterizar tanto a
microorganismos cultivables, como no cultivables mediante el empleo de técnicas de
microbiologia molecular y comparaciones filogenéticas. Esto se complementa en algunos
casos con el andlisis de las propiedades metabodlicas o mediante la determinacion de
actividades enzimaticas especificas tal como indicaron Rondon et al., (1999), Osborn et al.,

(2000), Ranjard et al., (2000), Theron y Cloete (2000) y McCaig et al., (2001).
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Para abordar un estudio de microbiologia aplicado al control de una enfermedad en
olivo se utilizaron metodologias dependientes e independientes de cultivo. Entre las técnicas
tradicionales se emplearon medios generales y selectivos para aislamientos tal como
publicaron Alef y Nannipieri (1995) y ensayos funcionales in vitro tal como indic6é Garland,
JL. (1997) e in vivo segin Landa et al, (2004). Por otro lado se utilizaron técnicas
moleculares de PCR y secuenciacion. Para el andlisis de los datos se utilizaron programas
estadisticos como R, (2015) y bioinformaticos vinculados con data mining, segun Swofford,
D.L. (1999).

La rizésfera definida como el volumen de suelo adyacente a la raiz y su area de
influencia definida por Sorensen, J. (1997) es de gran importancia para la salud de la planta y
fertilidad del suelo segun Smalla et al., (2001). Este espacio es limitado y se extiende hasta
unos pocos milimetros de la superficie radicular tal como indicaron Bringhurst ez al., (2001).

Los mecanismos de promociéon del crecimiento vegetal (PGPR) pueden clasificarse
como directos o indirectos segun Glick, B.R. (1995). La promocion directa ocurre cuando
compuestos sintetizados por bacterias como nitrogeno fijado, fosfato solubilizado,
fitohormonas, hierro, entre otras promueven el crecimiento vegetal. En tanto la promocion
indirecta ocurre mediante la promocioén de crecimiento por ejemplo por inhibicion del
desarrollo de patdogenos por competencia por nutrientes o por produccion de enzimas
micoliticas, entre otros.

Ademas la utilizacion de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal es 1til en el
desarrollo de estrategias para facilitar el crecimiento de cultivos en suelos con estrés abiotico

tal como publicaron Mayak et al., (2004).

3.1.1. Suelos supresivos

Durante la década de 1960 el analisis de propiedades de suelos que suprimian
enfermedades en plantas comenzo a tener relevancia. En estos suelos se observaba una
reduccion de los sintomas de enfermedades debido a la presencia de microorganismos con
caracteristicas particulares, no patdgenos, y capaces de interferir en la biologia de
microorganismos patdgenos de plantas, segun publicaron Hoitink et al, (1997). Estas
caracteristicas hizo a los microorganismos susceptibles de ser usados como elementos
bioldgicos de control de enfermedades y entonces se los denomind agentes de biocontrol

segin Hornby, D. (1983).
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Un suelo supresivo de enfermedad es un ecosistema excepcional en el cual los cultivos
experimentan menos el ataque de patdgenos provenientes del suelo que suprimen las
actividades de otros microorganismos del suelo tal como publicaron Mendes ef al., (2011).
Un suelo supresivo de enfermedades es aquel capaz de proveer un ambiente en el cual el
patoégeno no se establece o persiste, o bien se establece, pero no causa dafio o causa muy
poco, atin cuando el patogeno y el hospedero susceptible estan presentes.

El control bioldgico de los patogenos es generalmente muy especifico y usa organismos
que atacan o interfieren con patdogenos especificos. En algunos casos es posible encontrar una
unica cepa microbiana que sea eficaz en muchos ambientes, pero en la mayoria de los casos,
se requieren cepas de localidades diferentes. En general, la aplicacion de tales inoculantes
persigue la necesidad de reducir el uso de fertilizantes quimicos y productos fitosanitarios

sintéticos.

3.1.2. Origen de la supresividad

La supresividad natural de los suelos es un fenomeno explicado por diferentes teorias.
Una teoria atribuye la supresividad natural del suelo principalmente a una microbiota
antagonista que habita al suelo naturalmente. En la década de 1990, Ryder y Cook publicaron
que la identificacion de suelos naturalmente supresivos a la pudricion radical es considerada
de gran relevancia en la busqueda de organismos con potencial biocontrolador del agente
causal. Estos suelos eran capaces de transferir factores bidticos inhibitorios de la
enfermedad tal como publicaron Ryder et al., (1990) y Cook R.S., (1990). La supresion de
enfermedades es causada por agentes bioldgicos ya que al esterilizar un suelo supresivo, éste
pasa a ser conductivo al reintroducir el patdogeno, es decir se desarrolla la enfermedad segiin

Hornby D., (1983).

3.1.3. Suelos supresivos en el mundo

En el mundo se encontraron numerosos ejemplos en los cuales los suelos se vuelven
supresivos. Uno de los ejemplos mas estudiados es la pérdida de cultivos de trigo o cebada.
Los niveles de la enfermedad se incrementan inicialmente y declina la produccion en 3 a 4
afos, pero después de esto el nivel de la enfermedad cae y se genera un aumento de

produccion. Este fendmeno particular se observa en areas lluviosas especialmente de Europa
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y Norte América.
Shobha y Kumudini (2012) encontraron cepas de Bacillus antagonistas de Fusarium
oxysporum en India. En tanto en Cuba Ros-Araluce et al., (2008) hallaron cepas de Bacillus
antagonistas de Phytophthora nicotianae en tabaco. En Brasil Machado et al, (2010)
demostraron la antibiosis y la secrecion de pigmentos de Bacillus spp. contra Colletotrichum
spp., Alternaria alternata'y Fusarium spp.

En tanto en China Feng-Xia et al., (2012) hallaron efectos antagonistas de Bacillus spp.
contra Botrytis cinerea. En México Basurto-Cadena et al., (2010) encontraron cambios en la
estructura celular durante la actividad antagonica de Bacillus subtilis contra Rhizoctona

solani y Fusarium verticillioides en el cultivo de freson Fragaria virginiana.

3.1.4. Suelos supresivos en Argentina

En Argentina existen algunos proyectos de investigacion focalizados en el estudio de
los suelos supresivos en diferentes Universidades Nacionales. Se mencionan cuatro proyectos
con resultados de relevancia aplicada, tres de ellos pertenecen a la Universidad Nacional de
Rio Cuarto y uno de ellos a la Universidad Nacional de Mar del Plata. En el trabajo de Tesis
realizado por Rossi, M.S. (2003) se evalu6 la capacidad biopesticida de Pseudomonas
aurantiaca, bacteria aislada de la rizosfera de soja (Glycine max L.) en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto y presente en la formulaciéon de un bioinoculante
industrial. Esta cepa bacteriana mostré un potencial uso como agente biocontrolador
mostrando efecto favorable tanto sobre el sistema aéreo como en el sistema radical de
plantulas de soja (Glycine max L.).

En ensayos de biocontrol realizados in vitro P. aurantiaca fue capaz de inhibir el
crecimiento miceliar de Sclerotinia minor demostrando que el crecimiento fingico se redujo
en un 56,25 %. En tanto sobre Macrophomina phaseolina la reduccion del crecimiento
hallada fue de un 100 %, mientras sobre Rhizoctonia spp. se observd una reduccion del
crecimiento de un 63,63 % y se encontr6 una reduccion del crecimiento de un 20,3 % sobre
Fusarium spp.

En ensayos de fitopatogenicidad y de biocontrol realizados in vivo se observd que el

41,67 % de las plantulas experimentaron damping off luego de la expansion de sus
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cotiledones, entre el quinto y el octavo dia post-siembra, en presencia de S. minor tanto en
presencia como en ausencia de P. aurantiaca. Se hizo evidente el efecto protector que P.
aurantiaca ejercio sobre S. minor en post-emergencia, cuando en presencia de la bacteria se
redujo a 0 % el mencionado porcentaje de damping off en las condiciones ensayadas.

Por otra parte P. aurantiaca mostr6 capacidad para controlar a la cepa fitopatogena M.
phaseolina, reduciendo la mortandad de las semillas en la etapa de germinaciéon con
concentraciones de P. aurantiaca de 1.10 UFC.gSS'1 (100 %), con 1.10 8 UFC.gss'1 95 %)y
con 1.10° UFC.gss'1 (75 %), mostrando de este modo, evidencias del efecto protector que P.
aurantiaca ejerce sobre semillas y plantulas. Ademas se observo que la concentracion 1.10
UFC.gss" del inoculante ejerci6 mayor control del hongo reflejado en el analisis de
germinacién y que 1.10° UFC.gss™ ofrecié mejor crecimiento vegetal. La evaluacion de la
posible promocion del crecimiento vegetal demostré que P. aurantiaca presentd una accion
inocua sobre el vegetal.

Otros investigadores como Principe ef al., (2007) hallaron resultados similares al medir
antagonismo contra Sclerotinia spp. y Fusarium spp. por el género Bacillus sp. obtenido de
suelos salinos rizosféricos de maiz (Zea mays L.) y agropiro (Agropyrum elongatum) en
Argentina. Por su parte Cavaglieri et al., (2004) y Cavaglieri et al., (2005) evaluaron el nivel
de antagonismo de Bacillus subtilis contra Fusarium verticillioides en maiz (Zea mays L.).
En tanto Beron y Salerno (2006) del Centro de Investigaciones Biolodgicas Aplicadas de la
Universidad Nacional de Mar del Plata caracterizaron cepas de Bacillus thuringiensis para el

control bioldgico de insectos plagas cultivos.

La respuesta inmediata a la inoculacion con PGPR varia considerablemente
dependiendo de la bacteria, de la especie de cultivo, del tipo de suelo, densidad de inoculo y
de las condiciones ambientales. Las bacterias inoculadas a veces no sobreviven en el suelo
cuando compiten con la microbiota nativa mejor adaptada tal como publicaron Bashan ef al.,
(2004), Rosas et al., (2001), Rosas et al., (2011), Carlier et al., (2008) y Rossi et al., (2003).

Una cepa aislada efectiva como agente de control biologico proveniente de una region
puede no comportarse de la misma manera en otras condiciones de clima y suelo. Por esta
razon un factor importante a considerar cuando se buscan nuevos aislamientos es su actividad
en el rango de ambientes en los cuales podrian acostumbrarse en particular diferentes tipos de
suelos. En este sentido nuestro laboratorio se focalizo en aislar cepas nativas con capacidad
PGPR. Recientemente, se obtuvo y se caracterizé cepas de Bacillus capaces de promover el

crecimiento de olivo bajo condiciones de invernaculo.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Muestreo de suelo rizosférico

Se tomaron muestras de suelo rizosférico de olivo (Olea europaea L) para el
aislamiento de las bacterias en areas donde se desarrollaban las poblaciones seleccionadas.
En cada uno de los sitios de muestreo se determind la posiciéon geografica por medio de un
sistema de posicionamiento global (GPS) de la marca Garmin modelo Nuvi 710. Las
muestras de suelo se tomaron a partir de una capa que no excedia los 20 cm de profundidad
en el perfil del suelo.

Las muestras para analisis microbioldgicos contenian aproximadamente 50 g de suelo
se colocaron en bolsa de plastico con cierre hermético y se mantuvieron a -20 °C durante todo

el transporte hasta ser procesadas inmediatamente en el laboratorio.

3.2.2. Analisis estadisticos

Para los analisis biométricos se realizaron pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianza a todas las variables de los experimentos y después del ANOVA se aplicaron
métodos de comparacion multiple de Tukey. Se utilizo el programa R para el sistema
GNU/Debian. Los datos de frecuencia se sometieron a analisis de Chi-cuadrado sobre la base

de tablas de contingencia. Todos los datos se analizaron en el nivel de probabilidad de 0,05.

3.2.3. Aislamientos de cepas bacterianas

Los bacilos termorresistentes se obtuvieron a partir de suelo rizosférico de una
plantacion de olivos saludables y linderos a olivos sintomaticos a causa de Phytophthora
palmivora. Se tom6 1 g de suelo y se realizaron diluciones decimales seriadas hasta 10 °, se
procedid a calentar las diluciones a 80 °C durante 30 min y se sembraron 0,1 ml por

diseminacion en medio Agar Triptona Soya (TSA) segin el método del shock térmico
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estadisticamente estandarizado por Lindquist S., (1986). De las placas de TSA con desarrollo
se tomaron muestras de las colonias con caracteristicas diferentes y se pasaron a placas por
agotamiento para su purificacion. Se le realizoé una observacion microscopica con tincion de
Gram para comprobar la pureza y determinar las caracteristicas micromorfologicas y
tintoriales de los mismos, asi como la presencia de esporas. Los aislamientos puros se
conservaron en tubos de agar nutritivo y glicerol al 12 %.

Los aislamientos bacterianos fueron cultivados en placas de TSA al 30 % e incubados
durante 48 h a 28 °C. Durante toda la experiencia se trabajé a 28 °C debido a que es la
temperatura optima de desarrollo de los hongos provenientes del suelo. Después de 7 dias de

desarrollo miceliar fingico los hongos fueron conservados a 4 °C durante 72 h.

3.2.4. Caracterizacién macroscopica

Se observaron las caracteristicas de desarrollo a nivel macroscopico de cada una de las
cepas desarrolladas en agar nutritivo durante 24 h. Para ello se considerd la textura de la
colonia, color del anverso y produccion de pigmentos difusibles al medio segiin Bergey et al.,

(2001).

3.2.5. Caracterizacién microscépica

Las diferentes cepas de bacilos aisladas se sembraron en agar nutritivo. Luego se
realiz6 la observacion microscopica. Para ello el frotis fijado con calor se tind 1 min con
colorante Cristal Violeta. Posteriormente se lavo con agua, se cubrié con solucion Yodada
durante 1 min y se lavd nuevamente con agua. Luego se realizo la decoloracion con mezcla
alcohol etilico/acetona, se escurrié y cubrid con Safranina (coloracion de contraste) durante

20 seg. Luego se lavd y se seco seglin lo indicado por Madigan et al., (2004).

3.2.6. Actividad antifangica

El ensayo de actividad antifiingica se llevo a cabo en medio TSA al 30 %. Para ello un
disco de micelio fungico (9 mm didmetro) del desarrollo fingico blanco se coloco en el
centro de la placa de Petri y se comparo con el desarrollo fungico colocado en la misma placa

que el aislamiento bacteriano. Las placas se incubaron durante 7 dias a 28 °C. Las zonas de
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inhibicién se midieron y compararon con el desarrollo fungico control. Una cepa de
referencia de Bacillus subtilis se utilizdo como control positivo. Los hongos fitopatogenos se
inocularon en plantas y se identificaron en el Laboratorio de Patologia Vegetal, Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola.

El experimento de actividad antifingica se realizdo con 3 replicados por cada par
bacteria-hongo evaluado y el porcentaje de inhibicion se calculd utilizando la reduccion del
desarrollo miceliar comparado con las placas de control fungico sin indculo bacteriano. Con
las mediciones obtenidas se procedié al calculo del porcentaje de inhibicion, el cual se

determino por la siguiente ecuacion:

Porcentaje de inhibicion = (( D.C.C - D.C.P)/D.C.C) * 100 donde:

D.C.C: didametro de la colonia control.

D.C.P: diametro de la colonia problema.

3.2.7. Condiciones de cultivo y conservacion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se cultivaron en medio agar nutritivo (AN) a 30 °C durante 24 a
48 h. Las mismas se conservaron en glicerol al 12 % a -20 °C. La composicion quimica del
medio AN es (g.L'l): extracto de carne, 1; extracto de levadura, 2; peptona, 5; cloruro de
sodio, 5; agar agar, 15. También se cultivaron en medio tripteina de soja agarizado cuya
composicion es (g.L'l): K,HPOy, 2,5; glucosa, 2,5; NaCl, 5; tripteina, 17; peptona de soja, 3;
agar agar, 15; agua destilada, 1.

Para la conservacion de los bacilos se utilizo 1 ml de glicerol estéril a una
concentracion de 12 % que se adiciond a tubos Eppendorf de 1,5 ml secos y estériles segiin
Bayona, M. (2003). De cada una de las cepas de Bacillus se coloco 150 pl de cultivo
bacteriano axénico y se completd con glicerol para su posterior almacenamiento a -20 °C.
Para la conservacion a corto plazo se mantuvieron las cepas a temperatura de 4 °C y se

realizaron subcultivos cada 30 dias segun Monroy, A. (2006).
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3.2.8. Caracterizaciéon bioquimica de las cepas bacterianas

Sobre la base de los resultados de la caracterizacion preliminar luego de la prueba de
resistencia térmica, 63 aislamientos se identificaron a nivel de género Bacillus segiin Bergey
D.H., (2001). Cada aislamiento fue sometido a tincién de Gram y el test complementario
KOH 3 % segin Suslow et al.,, (1982). Los aislamientos se caracterizaron mediante
produccion de enzima catalasa, hidrolisis del almidon tal como indicaron Del Gallo et al.,
(1989), Voges Proskauer (VP), contenido de esporas (E), produccion de citrato (Ci),
desarrollo en medio NaCl 6,5 %.

Para caracterizar los aislamientos obtenidos se realizaron pruebas primarias, secundarias

y terciarias descriptas en el manual de Bergey, D.H. (2001).

3.2.8.1. Reaccion de Gram (G)

La caracterizacion de los aislamientos sobre la base de presencia de caracteres
morfologicos observados se realizd a simple vista y mediante microscopia optica (X 100)

previa coloracion de Gram.

3.2.8.2. Hidrolisis del almidén (Am)

Esta prueba se basa en la reaccion del almidon y el iodo ioduro que genera una
coloracion azul. Se procedid a cultivar cada bacteria en medio de cultivo que contenia
almidon. Luego se inundo la placa con Iodo y se buscd zonas claras alrededor de las colonias.
Los miembros del género Bacillus son hidrolizadores de almidén caracteristicos segiin Del

Gallo et al., (1989).

3.2.8.3. Determinacion Voges Proskauer (VP)

Esta prueba se basa en el principio de fermentacion del azlicar generando acetona. Se
utiliza [1-Naftol y permite la caracterizacion de Bacillus a nivel de género. Se determiné en

aquellas cepas que dieron positiva a la hidrolisis del Almidon.
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3.2.8.4. Contenido de la espora (E)

Esta determinacion se realizd sobre las cepas bacterianas que no hidrolizaron el

almidén y que producen catalasa.

3.2.8.5. Observacion de morfologia celular (M)

Se evalu6 el diametro celular con un valor de corte 1 pm. Se determind en aquellas

cepas que dieron positiva a la hidrélisis del almidon.

3.2.8.6. Fermentacion de citrato (Ci)

Se evalud la utilizacién de citrato como unica fuente de carbono lo que origina la
alcalinizacion del medio. El medio utilizado contenia azul de bromotimol como indicador de
pH y vir6 a azul intenso cuando con pH alcalino. Se determind en aquellas cepas que
reaccionaron positivamente a la hidrolisis del almidén, reaccionaron positivamente a la
reaccion de Voges-Proskauer, y el tamafio del cuerpo fue superior a 1 pm. También se realizo
esta determinacion sobre las bacterias que no hidrolizaron el almidon y que no produjeron

actividad de la enzima catalasa.

3.2.8.7. Desarrollo en NaCl 6,5 %

Se evalud la capacidad de la cepa bacteriana de desarrollar en medio conteniendo NaCl
6,5 %. Se determind en aquellas cepas que reaccionaron positivamente a la hidrolisis del
almidon, reaccionaron positivamente a la reaccion de Voges-Proskauer, el tamafio del cuerpo
es superior a 1 pm y fermentaron citrato. También se realizo sobre aquellas cepas bacterianas
que reaccionaron positivamente a la prueba de contenido celular y luego a estas mismas

cepas se le determind al acido producido a partir de arabinosa.
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3.2.8.8. Presencia de enzima catalasa

La determinacion de la presencia de la enzima catalasa se realizd segiin el método del
portaobjetos. Con el ansa de siembra se recogio el centro de una colonia pura de 18 - 24 h'y
se coloco sobre un portaobjetos limpio de vidrio. Posteriormente se agregd con pipeta Pasteur
una gota de H,O; al 30 % sobre el microorganismo sin mezclarlo con el cultivo. Se observo
el resultado, considerando positivo la formacion inmediata de burbujas. Esta determinacion

se realizo sobre las bacterias que no hidrolizaron el almidon.

3.2.8.9. Fermentacion de manitol

Se evalud la utilizacion de manitol como unica fuente de carbono. Se determino en
aquellas cepas que reaccionaron positivamente a la hidrolisis del almiddn, reaccionaron
positivamente a la reaccion de Voges-Proskauer, el tamafio del cuerpo fue inferior a 1 pym 'y

no fermentaron citrato.

3.2.8.10. Produccion de antibioticos

Cada bacteria se evalud contra todas las bacterias restantes, a los efectos de medir
inhibicion del desarrollo entre los aislamientos. Las bacterias a analizar se estriaron sobre un
tercio de la placa de agar nutritivo y el resto de las bacterias se estriaron de a una en sentido
perpendicular a la primera. Este ensayo se realizd con variacion temporal de 0 y 24 h de
inoculada la cepa problema, confiriendo ventaja a la produccién y difusion de una posible
molécula con comportamiento antibidtico. El segundo método que se empleo para determinar
la produccion de antibidtico fue en medio liquido cuya formulacion selectiva es la siguiente

g.L'I: glucosa, 5; NH4Cl, 1; extracto de carne, 0,8; MgCl,, 4; pH 6,0 a 33 °C durante 40 h.
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3.2.8.11. Resistencia a antibidticos

La resistencia a antibidticos de los aislamientos se evalud en primera medida como
prueba de diferenciacion fenotipica y en segunda instancia, como una inferencia de la posible
existencia de plasmidos. Generalmente genes que codifican para resistencia a antibidtico
actuan como marcadores de importancia biotecnologica. Por ejemplo el gen que confiere
resistencia a eritromicina se observo en un megaplasmido de B. thuringiensis subsp.
israelensis segin Gammon et al., (2000).

El patron de resistencia a antibidticos de cada uno de los cultivos se determind a partir
del estriado de las células bacterianas en los medios con antibidtico y su posterior incubacion
a 28 °C durante 72 h. Para cada bacteria se evaluaron los siguientes antibidticos con las
concentraciones (pg.ml'l) que se detallan: eritromicina, 50; estreptomicina, 400; neomicina,

100; kanamicina, 50; tetraciclina, 50.

3.2.9. Desarrollo de olivo bajo el efecto de Bacillus B31

Ensayos preliminares se llevaron a cabo para evaluar la respuesta de plantas de olivo a
B31. Las plantas de olivo cv. Manzanilla fina (Aimogasta, La Rioja, Argentina) se colocaron
en macetas plasticas (15 cm de didmetro; 25 cm de altura) se completaron con una mezcla de
arena:suelo (a 3:1 p/p), previamente esterilizado por calor a 180 °C durante de 2 h durante
cuatro dias consecutivos. Las macetas que contenian plantas sin indculo bacteriano se
incubaron como control. Las macetas se incubaron en cdmara de crecimiento bajo
condiciones controladas: 16 h luz a 28 °C, 8 h de oscuridad a 16 °C (intensidad de luz de 220
Em?s™), y regados una vez al dia con agua destilada (20 - 100 ml por maceta).

El peso seco de tallos y raices (72 h a 70 °C) se determino 50 dias después de la
inoculacion. La bacteria B31 se desarrollo bajo agitacion (80 rpm) en medio LB durante 48 h
a 28 °C. Las macetas se arreglaron de acuerdo con un disefio completamente aleatorizado con
seis replicados por tratamiento y el experimento se repitid dos veces. Sumado a ésto la
sobrevivencia de Bacillus B31 en la rizosfera de plantas de olivo se determind de acuerdo al

procedimiento modificado descripto por Landa ez al., (2004) a 1 h, y 10, 25 y 50 dias después
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de la siembra.

Las plantas de cada tratamiento fueron cuidadosamente removidas y las raices se
agitaron suavemente para remover toda la mezcla adherida; 1 g de la mezcla adherida a la
rizésfera se colocod en 9 ml de solucion estéril de NaCl 0,9 %. Las diluciones seriadas de la
suspension se agitaron suavemente en vortex y se plaquearon en medio LB; las placas se
incubaron durante 48 h a 28 °C. El desarrollo de las colonias en los tratamientos se contd y se

expreso el nimero de UFC.g"' de mezcla.

3.2.10. Caracterizacion molecular de las cepas bacterianas

3.2.10.1. Identificacion molecular bacteriana

A partir de sedimentos bacterianos de cada cultivo axénico se extrajo ADN utilizando
el equipo comercial de QTAGEN R DNAeasyTM Tissue Kit (Valencia, CA). La verificacion
se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % en solucion amortiguadora tris
acido acético EDTA (TAE) con 1 ml de colorante (loading dye) 6x (Promega R, G 1881), en
una camara de electroforesis Sub-Cell modelo 192 (Bio-Rad Laboratories Inc, CA) a una
intensidad de corriente de 75 voltios durante 2 a 3 h.

Como marcador molecular se utilizé el fago Lambda cortado con la enzima Hind III. La
comprobacion de las bandas de ADN se realizd visualmente por tincion del gel con bromuro
de etidio (0,5 mg.ml" durante 30 min) y observacién en transiluminador de radiacién UV

modelo M20 equipado con un monitor SONY R blanco y negro modelo SSM-930.

3.2.10.2. Secuenciacion del rDNA 16S de B31 como PGPR

Los productos de PCR del rDNA 16 S purificados con el kit de limpieza para productos
de PCR Wizard (Promega) de B31 se enviaron a secuenciar a Macrogen. Las secuencias se
modificaron manualmente sobre la base de la calidad del cromatograma utilizando el
programa de acceso libre ChromasPro version 1.41. El resultado de la secuenciacion se
analizo usando los servicios de la red informatica BLAST en NCBI descripto por Altschul et

al., (1997) y se alinearon con otras secuencias publicadas en bancos de genes de NCBI
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mediante el uso del programa PAUP.

3.2.10.3. Construccion del arbol filogenético

Para un analisis filogenético se comparan las regiones altamente conservadas entre la
secuencia del gen 16 S rRNA. Por tanto para obtener los datos 16S rRNA/16S rDNA fue
necesario obtener DNA.

El arbol filogenético de Bacillus B31 y especies relacionadas de Bacillus basado en las
secuencias de 16S rRNA se construyd sobre la base de la diferencia porcentual en la
relaciones genéticas entre las cepas relacionadas contenidas en GenBank. El programa
PAUP* V 4.08b se utilizd para realizar el analisis de parsimonia sin ponderaciones
asumiendo que las sustituciones de nucledtidos ocurren en todas las direcciones con la misma
probabilidad. Dicho analisis se realizo sobre las secuencias de 16S rRNA como datasets
combinados por la matriz taxonémica completa.

Para buscar la estructura 6ptima del arbol filogenético se utiliz6 el algoritmo TBR. Este
algoritmo desconecta un subarbol a partir del arbol principal desde un nodo interno y luego
intenta todas las conexiones posibles entre las ramas de los dos arboles creados de este modo.
La opcion de busqueda heuristica se realizd con adicion de 100 secuencias aleatorias
replicadas. Filogenéticamente las inserciones y deleciones se codificaron como un estado de
quinto caracter. La estabilidad de los clados se asegurd mediante replicados de boostrap de

100 replicaciones.

3.3. Resultados

En este Capitulo se describen los experimentos disefiados para el aislamiento, la
caracterizacion y la identificacion de los microorganismos utilizados en este trabajo de
investigacion. Los resultados se agrupan segun la siguiente jerarquizacion de escritura.
-Muestreo de suelos.

-Aislamiento, caracterizacion e identificacion de los Bacillus sp.

-Efecto de Bacillus B31 sobre el desarrollo de olivo.

83



3.3.1. Muestreo de suelos

El muestreo de suelos se realizo siguiendo estricto control térmico para mantener la
viabilidad de las bacterias del suelo. En la Fig. 3.1 se observa una muestra compuesta por 20
submuestras para cada suelo. En tanto la Fig. 3.2 muestra el primer procedimiento de las

muestras una vez ingresadas al laboratorio.

Figura 3.1. Muestra compuesta por 20 submuestras tomadas con barreno.

84



Figura 3.2. Diluciones decimales seriadas del suelo para obtencion de bacterias.

3.3.2. Obtencion de cepas bacterianas

Un total de 452 aislamientos bacterianas se obtuvieron de suelo rizosférico de olivo. A
partir de estos aislamientos bacterianos se seleccionaron 63 de ellos por ser formadores de
endosporas. Los mismos se conservaron en glicerol al 12 % a -70 °C. La Fig. 3.3. muestra la

visualizacion macroscopica del desarrollo de Bacillus sp. y la visualizacion microscopica de

la misma bacteria sometida a tincién de Gram.
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Figura 3.3. Izquierda. La placa conteniendo colonias de Bacillus B31 desarrolladas en medio AN e
incubadas 48 h a 37 °C. Derecha. Visualizacion microscopica de la tincion de Gram de B31.

3.3.3. Caracterizacion bioquimica de las cepas bacterianas

Los aislamientos de bacterias que mostraron resistencia térmica fueron sometidos a las

pruebas descriptas en el manual de Bergey, D.H. (2001) para caracterizar a los miembros de
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Bacillus spp. Las resultados se muestran en la Tabla 3.1:

Tabla 3.1. Caracteristicas bioquimicas bacterianas

Aislamiento

20

21

22

23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

G

+ o+ o+ o+

+

Am

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+

VP

NT
NT
NT
NT
NT
NT

Tamafio
(1um)

<

NT
NT
NT
NT
NT
NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

Ci

+ o+ o+ o+ o+

NT

NT

NT

NT

+ o+ 4+ o+ + o+ o+ o+

+
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NaCl 6,5

NT
NT

NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

NT
NT
NT

NT

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+

55°C

NT

NT

NT

NT

NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

NT

NT

NT

NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

Catalasa

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

Manitol

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

NT



33 + + + < . NT NT NT +

34 + + + < - NT NT NT +

35 + + + < - NT NT NT +

36 + - NT NT + NT NT - NT
37 + - NT NT + NT NT - NT
38 + - NT NT + NT NT - NT
39 + + + < NT NT NT NT NT
40 + + + < + + + NT NT
41 + + + < + + + NT NT
) + + + < + + + NT NT
43 + + + < + NT NT NT NT
44 + + + < + NT NT NT NT
45 + + + < NT NT NT NT NT
46 + + + < NT NT NT NT NT
47 + + + < NT NT NT NT NT
48 + + + < NT NT NT NT NT
49 + + + < NT NT NT NT NT
50 + + + < NT NT NT NT NT
51 + + + < NT NT NT NT NT
52 + + + < NT NT NT NT NT
53 + + + < NT NT NT NT NT
54 + + + < NT NT NT NT NT
55 + + + < NT NT NT NT NT
56 + + + < NT NT NT NT NT
57 + + + < NT NT NT NT NT
58 + + + < NT NT NT NT NT
59 + + + < NT NT NT NT NT
60 + + + < NT NT NT NT NT
61 + + + < NT NT NT NT NT
62 + + + < NT NT NT NT NT
63 + + + < NT NT NT NT NT

Referencias: G, reaccion de Gram; Am, hidrolisis de almidon; VP, Voges-Proskauer; 1 pm, tamafio del
cuerpo celular; Ci; utilizacion de Citrato; NaCl, desarrollo de NaCl en 6,5 %; desarrollo a 55 °C, Catalasa,
reaccion positiva; NT, no testeado.
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3.3.4. Produccion de antibiéticos y Resistencia a antibidticos

Los aislamientos obtenidos no produjeron antibidticos y no mostraron resistencia a

antibidticos estadisticamente significativa en las condiciones ensayadas.

3.3.5. Actividad antifangica

Las bacterias aisladas se sometieron al test de antagonismo mediante el método dual
estadisticamente estandarizado. Los hongos fitopatégenos de olivo Phytophthora palmivora,
Fusarium solani y Verticillium dahliae fueron cultivados individualmente en placas con
medio TSA 30 % durante 7 dias a 28 °C. A continuacién se muestran las imagenes de los

patogenos fungicos P. palmivora (Fig. 3.4.), V. dahliae (Fig. 3.5.) y F. solani (Fig. 3.6.).

Figura 3.4. Izquierda. Colonia de Phytophthora palmivora que contenian medio PDA y luego de 7 dias de
incubacion a 25 °C. Derecha. Microesclerocios de Phytophthora palmivora.
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Figura 3.5. Izquierda. Colonias de Verticillium dahliae que contenian medio PDA y luego de 7 dias de
incubacion a 25 °C. Derecha. Microesclerocios de V. dahliae.

Figura 3.6. Izquierda: Visualizacion de campo por microscopia optica (X 100). Material fresco obtenido
de placas con Fusarium solani que contenian medio PDA y luego de 7 dias de incubacion 25 °C. Derecha:
Macroconidios caracteristicos de F. solani.
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3.3.6. Seleccion de cepas positivas para la promocion del crecimiento vegetal
por mecanismos indirectos

Las bacterias obtenidas del suelo de La Rioja y de Castelar se evaluaron frente a los
principales hongos patdégenos de olivo mas frecuentes en Argentina. Todos los aislamientos
bacterianos se evaluaron por su capacidad biocontroladora in vitro contra los tres patdgenos

de olivo mencionados.

3.3.7. Evaluacion antagonista frente a fitopatéogenos in vitro.

La cepa de Bacillus B31 desarrollada sobre un tercio de la placa de TSA al 30 %
durante 48 h a 37 °C, se enfrentd con un disco de micelio de Phytophthora palmivora durante
72 h a 28 °C. Luego de este periodo de incubacién, se determind que el porcentaje de
inhibicion del crecimiento fungico fue del 87,5 % con respecto al crecimiento del hongo en

ausencia de Bacillus B31. Los resultados pueden observarse en la Figura 3.7.

Figura 3.7. Izquierda: control del desarrollo de P. palmivora. Derecha: placa conteniendo P. palmivora y
a la bacteria B31. Se realizaron tres repeticiones (n=3) para cada ensayo de biocontrol in vitro.

La cepa de Bacillus B4 desarrollada sobre un tercio de la placa de TSA al 30 % durante
48 h a 37 °C, se enfrent6 con un disco de micelio de Verticillium dahliae durante 72 h a 28 °
C. Luego de este periodo de incubacion, se determind que el porcentaje de inhibicion del
crecimiento fungico fue del 65,02 % con respecto al crecimiento del hongo en ausencia de

Bacillus B4. Los resultados pueden observarse en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Izquierda: control del desarrollo de Verticillium dahliae. Derecha: placa conteniendo V.
dahliae y a la bacteria B4. Se realizaron tres repeticiones (n=3) para cada ensayo de biocontrol in vitro

La cepa de Bacillus B5 desarrollada sobre un tercio de la placa de TSA al 30 % durante
48 h a 37 ° C, se enfrent6 con un disco de micelio de Fusarium solani durante 72 h a 28 ° C.
Luego de este periodo de incubacion, se determind que el porcentaje de inhibicion del
crecimiento fungico fue del 56,25 % con respecto al crecimiento del hongo en ausencia de

Bacillus B5. Los resultados pueden observarse en la Figura 3.9.

Figura 3.9. Izquierda: control del desarrollo de Fusarium solani. Derecha: placa conteniendo a Fusarium
solani y a la bacteria BS. Se realizaron tres repeticiones (n=3) para cada ensayo de biocontrol in vitro.
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La poblacion de bacterias cultivables heterdtrofas aerobias fue 1,5.10° y 1,3.10
UFC.gss” en el suelo rizosférico y no rizosférico para el sitio LR respectivamente. El
recuento promedio fue 1,8.10° y 1,5.10" UFC.gss™ para el suelo rizosférico y no rizosférico
para el sitio BA respectivamente. Un total de 452 aislamientos bacterianos se obtuvieron de
suelo rizosférico de olivos en LR y BA. A partir de los cuales un total de 104 aislamientos se
obtuvieron de suelo LR sintomatico de olivo por P. palmivora y 112 aislamientos se
obtuvieron de suelo LR con olivos asintomaticos. A partir de suelo BA sintomatico de olivo
se obtuvieron 115 aislamientos y 121 aislamientos a partir de suelo asintomatico de olivos.

Dicho recuento fue realizado utilizando metodologia dependiente de cultivo con medio
enriquecido para bacterias ambientales incubadas a 28 © C durante 48 h. Se observd que en
todas las muestras el nimero de bacterias Gram-positivas fue mas alto que el nimero de
Gram-negativas, aproximadamente el 80 % de los aislamientos fueron Gram-positivos.
También se detectaron actinomycetes en la mayoria de las muestras.

La seleccion térmica permitié obtener 63 bacterias formadoras de endosporas todas
ellas provenientes del suelo LR con olivares no sintomaticos (LRh) linderos a olivos
sintomaticos por P. palmivora (LRs). Las bacterias obtenidas de los otros sitios LRs, BAs y
BAh se caracterizaron para incluirlas en el cepario. Los 63 aislamientos se seleccionaron
fenotipicamente caracterizados mediante pruebas en relacion a nivel de género Bacillus y la
presencia de propiedades promotoras de crecimiento vegetal: hidrolisis de almidon, Voges-
Proskauer, tamafio del cuerpo celular, utilizacion de citrato, desarrollo en NaCl 6,5 %,
desarrollo a 55 ° C, produccion de enzima catalasa y control biologico in vitro contra los
principales patogenos observados, Phytophthora palmivora, Fusarium solani 'y Verticillium

dahliae.

El control sobre el desarrollo fingico por parte de las bacterias cuyo potencial
biocontrolador fue estadisticamente superior (p<0,05) evaluado in vitro, se muestra en la
Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Bacterias seleccionadas por su actividad antifiingica in vitro

Aislamiento P. palmivora F. solani V. dahliae

B1 31,20+ 0,2b 9,10 +. 0,2d 15,40 £ 0,2d
B4 24,60 + 0,2¢ 11,60 £ 0,2¢ 65,20 £ 0,2a
BS5 29,30 + 0,2b 58,00 £ 0,2a 38,20 £ 0,2b
B6 18,50 + 0,2d 39,20 + 0,2b 27,10 + 0,2¢
B22 15,20 + 0,2d 33,10+ 0,2b 22,15+ 0,2¢
B30 22,20+ 0,2¢ 35,20+ 0,2b 19,10 £ 0,2¢
B31 87,50 + 0,2a 39,10+ 0,2b 37,40 + 0,2b
B37 21,70 £ 0,2¢c 19,40 +£ 0,2¢ 25,80+ 0,2a
B41 19,10+ 0,2¢ 18,70 £ 0,2¢ 21,30+ 0,2a
B52 20,50 £ 0,2¢ 31,70+ 0,2b 18,40 £ 0,2¢

Referencias: Los datos representan la media de tres replicados (n=3) seguido de su desvio estandar para
cada par bacteria hongo evaluado. Los valores medios con la misma letra por columna no son
estadisticamente diferentes segtn el test de diferencia de medias de Duncan (p<0,05).

Del total de las bacterias obtenidas del suelo LR, B31 fue la bacteria significativamente
(p<0,05) mas eficiente in vitro contra el desarrollo de Phytophthora palmivora (87,5 %). En
tanto la bacteria BS mostro significativamente (p<0,05) mejor capacidad controladora del
desarrollo de Fusarium solani (58,0 %). En cambio la bacteria B4 mostr6 efecto controlador
estadisticamente superior (p<0,05) contra Verticillium dahliae (65,2 %). Las bacterias
restantes no mostraron capacidad biocontroladora estadisticamente significativa (p<0,05) in

vitro.

A continuacion se evalud la patogenicidad de P. palmivora sobre olivo, el potencial
biocontrolador de la cepa B31 in vivo en forma cualitativa y la inocuidad por parte de B31.
La evaluacion cuantitativa se muestra en el Capitulo 5. La actividad antifingica de B31 en
condiciones controladas se muestra en la Fig. 3.10. donde se muestra la aparicion de sintomas

causados por P. palmivora en raiz de olivo, expresado en porcentaje.
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Figura 3.10.: Referencias: A: Olivos no-infestados, B: Olivos infestados con P. palmivora , C: Olivos
inoculados con B31, D: Olivos infestados con P. palmivora e inoculados con B31. Los datos se tomaron a
los 50 d.p.i. Diferencias fueron estadisticamente significativas con el test de Student's (p<0,05).

Se realizo la evaluacion con la bacteria B31 in vivo sobre olivo. Se hallo que P.
palmivora afectd la raiz de olivo en un 75 % evaluado en 10 plantas a los 50 d.p.i. Estas
plantas presentaron raices con podredumbre severa (A). Se evaluaron olivos sanos como
control, los cuales no presentaron sintomatologia al cabo de 50 d.p.i. (B)

El potencial biocontrolador de B31 con la dosis evaluada logr6 reducir en un 70 % los
sintomas observados en raiz (C). Esta dosis se ajusta en el Capitulo 5. La inocuidad de la

bacteria se confirmo sobre olivos a los 50 d.p.i. (D).

Se hall6 que B31 fue capaz de reducir los sintomas radicales causados por P. palmivora
en un 87,5 % in vitro. La Fig. 3.10. muestra el porcentaje de reduccion de sintomas en
presencia de B31. B31 fue capaz de reducir los sintomas causados por P. palmivora en olivos
(70 % de control sobre el desarrollo fungico in vivo). Como resultado de su elevada

eficiencia esta bacteria fue evaluada mediante metodologia molecular para su identificacion.

3.3.8. Identificacion molecular de la bacteria Bacillus B31

Se realizaron las pruebas de identificacion recomendadas en el Manual de Bergey para

la Familia Bacillaceae publicado por Claus et al., (1986). Posteriormente se seleccionaron
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aislamientos para la secuenciacion parcial de gen que codifica para el ARN ribosémico 16S
para lo que se tomaron colonias de 18 h de crecimiento en medio LB. La amplificacion se
llevd a cabo utilizando los cebadores universales Univl: SSACTCCTACGGGAAGGCAG y
Bact4: S'\GGCGTGTGTACAAGGCCCGG y en un volumen final de 50 pl compuesto por
una mezcla de reaccion con concentraciones de 200 uM de dNTP, 1 uM de cada cebador, 1,5

mM de MgCl, y 0,02 unidades pl'l de enzima GoTaq polimerasa.

El programa de PCR se inici6 con un ciclo de 5' a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 30" a
94°C,30"a55°Cy1'a72°Cy unciclo de elongacion final de 7' a 72 °C. Los productos de
PCR obtenidos se secuenciaron en el Servicio de MACROGEN (Korea). Entonces, luego de
confirmar el potencial biocontrolador de la bacteria B31 in vitro e in vivo se realizd su
identificacion molecular y un analisis filogenético para conocer las especies relacionadas con
la cepa biocontroladora. Para ello se seleccionaron colonias del aislamiento B31, para la

extraccion, visualizacion, amplificacion y secuenciacion del gen 16S.

El ADN extraido se fracciond en un gel de agarosa al 1 % y se observo la presencia de
bandas intensas no degradadas, por lo cual, se procedié a una amplificacion del segmento
buscado por medio de PCR. Las muestras seleccionadas se fraccionaron y visualizaron por
medio de electroforesis en un gel de agarosa al 2 % por 45 min a 85 volts y se utilizé un
marcador molecular 100 bp DNA Ladder como referencia para el tamafio de los fragmentos
amplificados. En la amplificacion se observo la presencia de una sola banda correspondiente
al aislamiento. Dicha banda correspondid a un tamafio aproximado de 300 pb. ésta se corto y
se purifico para su secuenciacion.

La secuencia obtenida se compar6 con las secuencias existentes en los bancos de genes
para corroborar la identidad de la especie. De esta manera el aislamiento B31 fue identificado
por metodologia molecular y depositado en GenBank bajo el nimero de acceso Bacillus

KJ464036.

3.3.9. Analisis filogenético de Bacillus B31
La bacteria Bacillus B31 seleccionada por su significativo potencial biocontrolador

sobre el desarrollo de Phytophthora palmivora se estudio filogenéticamente. El arbol

filogenético muestra las especies estrechamente vinculadas sobre la base de las secuencias
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del gen 16S rRNA disponibles en GenBank (Figura 3.11.). La amplificacion y secuenciacion
del gen 16S rRNA fue realizada mediante MACROGEN (Korea). El resultado de Ia
secuencia de 780 pb se analizo utilizando el algoritmo de BLASTN descripto por Altschul et
al., (1997) disponible en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para realizar el estudio de

homologia.

Ademas la secuencia del aislamiento B31 utilizando el programa BioEdit V 7.0.9.0 se
compar6 con las secuencias disponibles en la base de datos de GenBank. Los niimeros de
acceso de GenBank utilizados para la comparacion filogenética fueron: DQ474759.1
(Bacillus subtilis cepa E9 16S ribosomal RNA gene), AY947531.1 (Bacillus licheniformis
cepa BOHI08 16S ribosomal RNA gene), AB021198.1 (Bacillus vallismortis gene for 16S
ribosomal RNA), AY149473.2 (Bacillus polyfermenticus 16S ribosomal RNA gene),
AYO055221.1 (Bacillus amyloliquefaciens cepa FZB42 16S ribosomal RNA gene),
DQ343616.1 (Bacillus sp. A6 (2006) 16S ribosomal RNA gene), DQ520955.1 (Bacillus
subtilis cepa B-FS01 16S ribosomal RNA gene), AB053351.1 (Bacillus sp. BBK-1 gene for
16S rRNA), DQ207730.2 (Bacillus subtilis cepa CCM 1999 16S ribosomal RNA gene),
DQ523501.1 (Bacillus licheniformis cepa B425 16S ribosomal RNA gene), DQ374636.1
(Bacillus sp. CBD 118 16S ribosomal RNA gene), AFA11118.1 (Bacillus sp. Bchl 16S
ribosomal RNA gene), DQ343614.1 (Bacillus sp. A7 (2006) 16S ribosomal RNA gene),
DQ207730.2 (Bacillus subtilis cepa CCM 1999 16S ribosomal RNA gene).

La secuencia obtenida en este estudio fue depositada en GenBank bajo el numero de
acceso KJ464036. El programa PAUP* V 4.08b segiin Swofford, D.L. (1999) se utilizé para
realizar el analisis de parsimonia no ponderado sobre las secuencias del gen 16S rRNA
combinado con la base de datos de la matrix taxondmica total. Para el analisis se realiz6 una
busqueda heuristica con la adicion de 100 replicados aleatorios, con MULPARS y el
algoritmo de intercambio de ramas para construccion del arbol de biseccidn-reconexion
(TBR).

Filogenéticamente las indels informativas se codificaron como estado de quinto
caracter. La estabilidad de clados se aseguré mediante boostrap con 100 replicados. El arbol
filogenético fue redibujado con el programa PAUP y los archivos fueron leidos con el

programa TREVIEW. El arbol filogenético obtenido se muestra en la Fig. 3.11.
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@ Bacillus sp. GS06 163 ribosomal RNA pene, partial sequence
Bacillus subtilis strain E9 165 ribosomal RN A pene, partial sequence
¥ Bacil lus subtilis strain BRZ4 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
& Bacil lus amylolique faciens strain SB 3195 165 ribosomal RNA pene., partial sequence
% Bacil lus amylolique faciens sirain SB 3207 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
& Bacillus amyl iens steain BI2 165 | RNA geie, partial sequence
*Bacillus sp. 3614BRR] 168 ribosomal RMA pene, partial sequence
§ Bacillus subtilis isolate C7-2 165 ribosemal RNA gene, partial sequence
L @ Bacillus subtilis isolale C3-1 165 ribosomal RNA pene, partial sequence
H Bacillus subtilis strain HDYM-11 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
@ Bacillus subtilis isolate C9-2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
% Bacil lus amylolique faciens strain SB 3200 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
3 Bacillus amyloliquefaciens strain Fy11 168 ribosomal RNA gene, partial seq...
¥ Bacillus subtilis swain BLA 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
& Bacillus subtilis sirain BRZ6 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
r Bacillus subtilis stwain BL10O 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
£ Bacillus amylolique faciens strain Hy7 168 ribosomal RNA gene. partial sequence
@ Bacillus amylolique faciens strain SB 3296 16S ribosomal RNA ...
% Bacil lus subtilis strain Em7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
% Bacillus sp. SADTI_1 168 ribosemal RNA pene, partial sequence
* Bacillus amylolique faciens strain YH-22 165 ribosomal RNA gene, panial sequence
2 Bacterium 12SMO1 165 ribosemal RNA pene, pariial sequence
* Bacillus subtilis strain BL2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus sp. LBM 1024 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
¢ Bacil lus sp. MBEU4S gene for 168 rRNA, partial sequence
& Bacillus sp. CS61 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
% Bacil lus sp. enrichment culture clone STT6.3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
% Bacillus subtilis gene for 165 fRNA, partial sequence . strain: B1144
K1404036
2 Bacillus amyl subsp. UCMES1 13, complete genome
b B:bcultus xulﬂ ilis smm HDYM-12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacil lus amylolique faciens subsp. plantarum AS43.3, complete penome
# Bacillus amylolique faciens subsp. plantarum gene for 165 RN A, partial sequence, st.
¥ Bacillus velezensis strain BCRC 17467 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus amylolique faciens strain PEBADS01 165 ribosomal RNA gene, partial seque...
Bacillus sp. SADS_2 165 ribosomal RNA pene, partial sequence
Bacillus sp. SADE_ 1 165 ribosomal RNA gene, pariial sequence
Lactobacillus murinus strain AUO6 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
@ Bacillus sp. [HB B 2276 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
Bacterium Te22R 168 ribosomal RNA gene, partial qequerme

3 Bacillus amy subsp. NAU-B3, P enomse
Bacillus sp. JAOS 16S ribosomal RNA gene. pamlsequgm:e

2 Uncultured bacterium clone CU22 168 ribosamal RNA gene. partial sequence
2 Uncultured bacteriun clone CUDS 165 ribosomal RNA pene. partial sequence

Bacillus sp. BM2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

¢ % Bacillus amyloliquefaciens strain CTSP10 165 ribosomal RNA gene, part...
Bacillus sp. HH-01 gene for 168 rRNA, partial
Bacillus sp. Bchl 168 ribosomal RNA gene, ©

« Bacillus sp. HNRO3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

§Ba-cr.lhu sp. SRB27 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus amylolique faciens sirain BAB-3030 165 ribosomal
Bacillus sp. TPLOS 165 ribosomal RNA gene, parial sequence
Bagil lus amylolique fa subsp UCMBS033, comp
Bacillus amylolique faciens strain BCRC 14193 16S ribosoma
Bacillus amylolique faciens strain Aec23 168 ribosomal RN A pene,
Paenibacillus sp. AT6D partial 165 rRNA gene
Bacillus subtilis strain AjOBDTIBLA-25 168 ribosomal RNA gene, ..
Bacillus amylolique faciens strain dhs-28 165 ribosomal RNA gene
Bacillus subtilis isolate C7-3 16S ribosomal RNA gene, partial seq...
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Figura 3.11.: Arbol filogenético
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3.4. Discusion

Es sabido que un suelo se considera supresivo cuando existiendo condiciones
favorables para que puedan ocurrir enfermedades por un patéogeno, el patdogeno no puede
establecerse, o puede establecerse pero no producir enfermedad, o establecerse y producir
enfermedad durante un corto tiempo y luego declinar segun publicaron Hornby, D. (1983) y
Mendes et al., (2011). La supresividad esta relacionada al tipo y nimero de organismos del
suelo, nivel de fertilidad y naturaleza del mismo suelo. Adicionalmente la respuesta de
crecimiento de las plantas en el suelo contribuye a la supresividad segiin Alexander et al.,
(1991), Sorensen J., (1997) y Rossi, M.S. (2011).

En este estudio se observo que el suelo de olivares frente a elevadas temperaturas
presentaba restricciones de riego por goteo entre otras condiciones ambientales adversas. €sto
conduciria a pensar que seglin el relevamiento presentado en el Capitulo 2, las patologias
encontradas en la plantacion del sitio LR causadas por los géneros Phytophthora, Fusarium,
Verticillium podrian estar asociadas con una combinacion de estrés de la planta.

A partir de suelo rizosférico de olivos se obtuvieron 63 bacterias formadoras de
esporas. Aquellas bacterias seleccionadas por su potencial antifingico in vitro se
identificaron a nivel de género por metodologia bioquimica segiin Bergey, D.H. (2001).

De acuerdo con las pruebas bioquimicas realizadas los aislamientos B4, B5, B6, B22,
B30 y B31 presentaron tincion de Gram positiva, endospora en posicion central, didmetro
celular inferior a 1 pum, desarrollo aerobio, utilizacion de citrato, hidrolisis del almidon,
fueron positivos a la prueba de Voges-Proskauer, desarrollo en NaCl al 6,5 % y no
desarrollaron a 55 °C. Por lo expuesto dichas bacterias fueron compatibles en un 99 % de
similitud con Bacillus subtilis sobre la base de caracteres morfoldgicos y bioquimicos.

En tanto el aislamiento Bl presento tincion de Gram positiva, endospora en posicion
central, didmetro celular inferior a I um, desarrollo aerobio, no mostré utilizacion de citrato,
hidrolizé el almidon, dio positivo a la reaccion de Voges-Proskauer y utilizd6 Manitol. Por
tanto considerando estos caracteres bioquimicos se tratdé de una bacteria compatible con B.
polymyxa segiin Bergey, D.H. (2001). Por otro lado B37 presento tincion de Gram positiva,
endospora en posicion central, desarrollo aerobio, utilizacion de citrato, no hidrolizé almidon

y no produjo catalasa se identifico como compatible con B. azotoformans. En tanto, B41
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present6 tincion de Gram positiva, endospora en posicion central, diametro celular inferior a
1 pum, desarrollo aerobio, utilizacion de citrato, hidrolisis del almidon, fue positivo en la
prueba de Voges-Proskauer, desarrollé en NaCl al 6,5 % y desarrolld a 55 °C se identifico
como compatible con B. licheniformis sobre la base de caracteres morfologicos y
bioquimicos segiin Bergey, D.H. (2001). No obstante los aislamientos Bl, B37 y B4l
presentaron actividad antifingica variable in vitro.

Por otro lado el aislamiento B52 fue clasificado a nivel de género dentro de Bacillus
pero sin embargo no pudo identificarse a nivel de especie sobre la base de caracteres
bioquimicos y morfolégicos. Dado que mostr6é bajo potencial biocontrolador in vitro no se
procedio a realizar su identifiacion molecular.

La actividad biocontroladora in vitro medida en porcentaje de inhibicioén del desarrollo
fingico por las mejores cepas bacterianas seleccionadas se mostro en la Tabla 3.4. El
aislamiento B31 fue significativamente (p<0,05) mas efectivo para controlar el desarrollo de
Phytophthora palmivora (87,5 %) in vitro. En tanto BS identificado como B. subtilis fue el
aislamiento mas efectivo para controlar a Fusarium solani (58 %) in vitro y B4 identificado
como B. subtilis fue el aislamiento mas efectivo para controlar el desarrollo de Verticillium
dahliae (65 %) in vitro.

No obstante se selecciond a B31 como biocontrolador por presentar significativamente
efecto superior. El potencial bioncontrolador de la bacteria B31 contra P. palmivora se
evalud in vitro e in vivo. B31 fue capaz de reducir el desarrollo de P. palmivora in vitro (87,5
% del desarrollo fungico).

In vivo B31 fue capaz de reducir los sintomas radicales causados por P. palmivora in
vivo, es decir en olivo logré una reduccion del desarrollo fingico en un 84,8 % (dato
mostrado en el Capitulo 5). Cualitativamente se evaluo la aparicion de sintomas radicales en
olivos sanos en presencia y en ausencia de B31. Se hallé que P. palmivora afecto la raiz de
olivo en un 85 % evaluado en 20 plantas a los 50 d.p.i. Estas plantas presentaron raices con
podredumbre severa a lo que se denominé estado sintomatico del 30 %.

Por otro lado se evaluaron olivos sanos como control, los cuales no presentaron
sintomatologia al cabo de 50 d.p.i. El potencial biocontrolador de B31 con la dosis evaluada
logrd reducir en un 30 % los sintomas observados. En el Capitulo 5 se ajusta la dosis de
mayor eficiencia lograda. La inocuidad de la bacteria se confirm6 sobre olivos a los 50 d.p.i.
al no presentar sintomatologia ni reduccién del crecimiento.

Luego de confirmar el potencial biocontrolador de la bacteria B31 in vitro e in vivo se

realiz6 su identificacion molecular y un analisis filogenético para conocer las especies
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relacionadas con la cepa biocontroladora. Para ello se seleccionaron colonias del aislamiento
B31, para la extraccion, visualizacion, amplificacion y secuenciacion del gen 16S. De esta
manera el aislamiento B31 fue identificado por metodologia molecular y depositado en
GenBank bajo el nimero de acceso Bacillus KJ464036.

Los miembros de este género tienen un gran potencial para su uso en la agricultura.
Muchas cepas tienen la capacidad de producir metabolitos antimicrobianos para el control de
patdgenos, fijan dinitrogeno, presentan una alta velocidad de crecimiento, forman endosporas
resistentes a la desecacion, el calor y las radiaciones ultravioletas y sobreviven en diversas
condiciones segtn lo publicado por Liu, X. (2006), lo que ofrece perspectivas en la obtencion
de biopreparados eficientes.

La construccion del cepario permite obtener cepas que tengan la capacidad de ejercer
efecto antagénico contra un amplio grupo de hongos fitopatogenos y de promover el
crecimiento de la planta a través de diferentes mecanismos, se podria obtener un bioproducto
a partir de estas bacterias que sustituya fertilizantes quimicos y fungicidas, lo que contribuiria
a la obtencion de alimentos y la preservacion del medio ambiente.

En el presente Capitulo 3 se mostrd que se cumple la hipotesis general al demostrarse
que el nivel de actividad antagonista de algunas bacterias frente a patdogenos vegetales puede
utilizarse como alternativa de control de enfermedad con cierto grado de eficiencia. Ademas
se corrobor6 la hipotesis especifica que establece la existencia de bacterias formadoras de
esporas inhibidoras del desarrollo de Phytophthora palmivora en la rizosfera del olivo.
Autores como Reyes-Ramirez et al, (2011), Quan et al, (2006), Emmert y Handelsman
1999, Asaka y Shoda (1996) y Stirling, G.R. (1984) hallaron resultados similares.

Globalmente se observd que el nimero de bacterias en la rizosfera fue en todos los
casos sustancialmente superior frente al suelo no rizosférico tal como lo observado por
Sorensen, J. (1997) y que ésto podria deberse a la influencia de la planta. Se estudiaron las
capacidades biocontroladoras del total de las bacterias aisladas de todos los sitios de
muestreo. A partir de estos resultados se concluye que la bacteria nativa con actividad PGPR
GenBank Bacillus KJ464036, aislada del suelo de la provincia de La Rioja, podria jugar un
rol esencial en colaborar con las plantas para establecerse y crecer en condiciones de estrés.

Ademas esta bacteria nativa descripta en este Capitulo podria emplearse para
minimizar la utilizacion de fungicidas sintéticos contribuyendo a la preservacion del
ambiente. En el Capitulo 4 se presentan los estudios realizados para determinar los posibles
mecanismos de supresividad observada en plantas inoculadas bajo condiciones controladas

asi como para identificar las moléculas involucradas con actividad antifiingica producidas por
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Bacillus KJ464036. En el Capitulo 5 se muestran los resultados de los ensayos de
patogenicidad y biocontrol in vivo y de la formulacion preliminar de un biopesticida

experimental sobre la base de Bacillus KJ464036.

3.5. Conclusion

Los experimentos presentados en este Capitulo 3 muestran que la utilizacion de
determinados aislamientos de Bacillus sp. obtenidos de suelos rizosféricos de plantas de olivo
variedad Manzanilla fina demuestran el potencial que tienen dichas bacterias para su posible
uso en programas de control bioldgico. Los aislamientos bacterianos estudiados mostraron
capacidad antagonista frente a P. palmivora in vitro e in vivo. Asimismo se constatd la
capacidad de Bacillus KJ464036 de colonizar y persistir en tejidos radicales de olivo. El
establecimiento y mantenimiento de poblaciones de las bacterias en las raices de olivo

también fueron logrados.
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CAPITULO 4

“Investigar Las Causas De Un Fenémeno
Es Proceder En Infinito”

Jorge Luis Borges (1899-1986)
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CAPITULO 4

4. Mecanismos de supresividad

En las ultimas décadas se describieron numerosos microorganismos del suelo con un
rol ecoldgico de fundamental importancia para los cultivos. Estos microorganismos utilizan
mecanismos de antagonicidad natural implicados en la proteccion y en la estimulacion del
crecimiento de las plantas.

Por ejemplo, algunos hongos pueden estimular las defensas de las plantas o presentar
una actividad antagonista contra diferentes fitopatdgenos, estimulando el crecimiento directo
de la planta segin lo publicado por Whipps, J.M. (2001). Estos hongos benéficos fueron
denominados recientemente PGPF por Plant Growth-Promoting Fungi segtin Bent, E. (2006).
Ellos pueden ser hongos filamentosos segin Harman et al., (2004) o levaduras, denominadas

igualmente PGPY por Plant Growth-Promoting Yeasts segun El-Tarabily y Sivasithamparam
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(2006).

Diversos mecanismos estan implicados en la proteccion y en la estimulacion del
crecimiento de las plantas entre los cuales se encuentra la asociacion benéfica entre una
planta y un PGPF. Estos microorganismos pueden actuar por una interaccion directa con el
agente patdogeno, aquellos que protegen las plantas indirectamente. Esto puede realizarse por
via de un micoparasitismo y de una secrecion de inhibidores aleloquimicos o bien, por un
fenomeno de competencia para el espacio y los nutrientes segain Whipps, J. M. (2001),
Mauchline et al., (2002) y Howell, C.R. (2003), todos estos compuestos proveen beneficios
para el desarrollo de las plantas segin Harman et al, (2004) y El-Tarabily y
Sivasithamparam (2006).

Estos microorganismos pueden estimular igualmente las defensas de las plantas en las
que van a desencadenar una resistencia de la planta huésped contra los agentes patogenos
segin Bent, E. (2006). Por ejemplo, pueden colocarse barreras fisicas estructurales como
aposiciones parietales y también pueden no secretarse moléculas como fitoalexinas y
proteinas PR bajo la inoculacion de la planta con un PGPF.

Numerosas investigaciones avanzaron sobre la interaccion planta-PGPF mencionando
un fendmeno de potenciacion de las defensas. Por citar un ejemplo, el caso de la interaccion
entre el tomate y el hongo micorritico, Glomus mosseae, el cual permite una proteccion de la
planta contra Phytophthora parasitica tal como publicaron Cordier et al., (1995) y Pozo et
al, (1999), Pozo et al, (2002). Otro ejemplo concierne a las plantas de pepinos,
preinoculadas con Trichoderma asperellum cepa T203, después confrontada al agente
patogeno Pseudomonas syringae pv. Lachrymans. Los resultados mostraron que las defensas
son potenciadas bajo la infeccion por la bacteria patdgena, esto es lo que permite una

proteccion de la planta contra el agente agresor segun publicaron Shoresh et al., (2005) .

4.1. Las PGPB (Plant Growth-Promoting Bacteria) y
las PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria)

Paralelamente a las PGPF existen bacterias benéficas utilizadas igualmente para
proteger la planta contra las infecciones por los agentes patdogenos segun publicaron Schroth
y Hancock (1981) y van Loon y Bakker (2004), van Loon y Bakker (2005). Ciertas de estas
bacterias pueden estimular directamente el crecimiento de su huésped vegetal y son también

de gran interés para la agricultura segin publicaron Glick, B.R. (1995) y Welbaum et al.,
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(2004).

Estos microorganismos benéficos o PGPB (por Plant Growth-Promoting Bacteria segiin
Bashan y Holguin (1998) pueden provenir de diferentes nichos ecologicos tales como la
rizosfera, la espermosfera, la filosfera, la antosfera o de la carposfera.

Sin embargo la mayoria de ellas son originarias de la rizosfera tal como describen
Lorenz Hitlner en 1904 segun Hartmann ef al., (2005). Ellas son en realidad las rizobacterias
y también son denominadas PGPR por Plant Growth-Promoting Rhizobacteria segiin
Kloepper y Schroth (1978). Sin embargo, existen otras denominaciones tales como EPR
Emergence-Promoting Rhizobacteria y Kloepper et al, (1986), PGPB segin Bashan y
Holguin (1998), biocontrol-PGPB segin Bashan y Holguin (1998) y también YIB Yield-
Increased Bacteria y Chen ef al., (1996) que pueden encontrarse en la literatura, coincidiendo
con sus deferentes acciones sobre las plantas.

Las PGPR pueden también presentar actividades antagonistas, inducir una resistencia
sistémica en la planta, producir compuestos estimulantes del crecimiento de las plantas,
acelerar la emergencia, inducir un proceso de floracion precoz, aumentar la cosecha de su
huésped vegetal, conferir al suelo propiedades benéficas sin causar un deterioro en las plantas
segun lo publicado por Vessey, J.K. (2003) y Welbaum et al., (2004).

Actualmente, es frecuente admitir que estas PGPR colonizan las superficies radiculares
y son también epifitas. Sin embargo, la mayoria de ellas pueden igualmente ingresar al
interior de las raices y pueden volverse endofiticas del huésped vegetal segiin Gray y Smith
(2005). Ciertas PGPR endofiticas pueden formar simbiosis remarcables con las plantas como
es el caso con los géneros Rhizobium segun Sessitsch et al., (2002) y Burkholderia en los
noédulos de Fabaceas segiin Moulin et al., (2001), Chen et al., (2003), Chen et al., (2005) y
Chen et al.,, (2000) y en las plantas actinorriticas con Frankia sp. segin Schwencke y Caru
(2006).

4.1.1. Mecanismos de la supresividad natural del suelo

Tal como se expresd estos microorganismos ejercen efectos benéficos promoviendo el
crecimiento de las plantas y dicha promociéon del crecimiento involucra mecanismos de
accion directa y/o indirecta tal como lo publicaron Kloepper y Schroth (1978).

Los mecanismos de accion directa incluyen a la solubilizacion de P, solubilidad del
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Fe™ mediante la producciéon de sideréforos poniéndo este ion a disposicion de la planta,
produccion de fitohormonas como auxinas, citocininas y giberelinas, muy importantes desde
el punto de vista PGPR ya que favorecen el desarrollo radicular aumentando asi la toma de
agua y nutrientes por el vegetal, produccion de etileno, produccion de cianidas, fijacion del
N, atmosférico, entre otros.

Los mecanismos de accion indirecta hacen referencia esencialmente la deprivacion de
Fe a los patogenos, produccion de bacteriocinas o antibioticos e induccion de defensa en las
plantas (ISR). El mecanismo de accién indirecto es el punto de interés que poseen las PGPR
cuando nos referimos al biocontrol. Estas rizobacterias ejercen control bioldgico a través de
varios mecanismos.

En general la proteccion bacteriana contra los microorganismos fitopatdgenos del suelo
depende de dos hechos: la capacidad de colonizacion del agente de biocontrol y la
producciéon de sideroforos o antibidticos que supriman el crecimiento de estos patdgenos,
segun Kloepper ef al., (1988).

Los microorganismos antagonistas comprenden cualquier organismo que interfiere en la
supervivencia o desarrollo de los patogenos.

Para lograr el control bioldgico se pueden seguir tres vias: exploracion en el propio
medio de los agentes de biocontrol, introduccion o liberacion masiva de agentes de biocontrol
y manipulacion del ambiente para favorecer el desarrollo de antagonistas naturales presentes
en el mismo. Hace décadas quedd establecido que las interacciones microbio-microbio, son
clave en el desarrollo y funcion de la rizésfera y que las poblaciones de microorganismos
pueden interaccionar de manera sinérgica, neutral o bien antagonica.

Indirectamente aquellos organismos que ejercen algin tipo de antagonismo sobre otros
microorganismos patogenos de plantas, benefician indirectamente el desarrollo de ésta en
términos de la proteccion de su estado sanitario.

Tal actividad microbiana que funciona por mecanismos de competencia por nutrientes o
sitios de colonizacion, produccion de sustancias antimicrobianas, o enzimas extracelulares,
opera de forma natural desde que existen las plantas. Sin embargo, puesto que esta actividad
natural no esta controlada especificamente, sus resultados son impredecibles.

En cuanto al mecanismo principal de la interaccion en el suelo entre la bacteria y la raiz
puede decirse que la colonizacion de las raices por los agentes biocontroladores consta de dos
etapas. En la primera de ellas cuando estos microorganismos son agregados por inoculacion
en la superficie de las semillas se ponen en contacto con la radicula cuando esta emerge y

acompaian a las raices en su crecimiento. En la etapa siguiente los agentes biocontroladores
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ponen en funcionamiento los mecanismos necesarios para sobrevivir en el ecosistema en el
cual ingresaron dependiendo de la habilidad que estos poseen para competir con la flora
natural, segtin lo publicaron Holbrook et al., (1998).

Diversos mecanismos estarian involucrados en la interaccion bacteria-hongo como
produccion de antibidticos, produccion de siderdforos, competencia por sitios, entre otros.

El interés en el uso de microorganismos para el control bioldgico de enfermedades de
cultivos es inherente al crecimiento concerniente a salud y ambiente creado por el uso de
pesticidas. La importancia de métodos de proteccion de cultivos amigable con el ambiente es
enormemente enfatizado en la agricultura sustentable. Los incrementos recientes en
publicaciones sobre bacterias benéficas refleja un interés en su potencial beneficio en la
agricultura tal como explicaron Kobayashi y Palumbo (2000). Algunos de los mecanismos
conocidos que pueden ocurrir en la interaccion bacteria-patdogeno durante el control biologico

son los siguientes.

4.1.1.1. Antibiosis

La base de la antibiosis como mecanismo de biocontrol de PGPR se convirtié en foco
de investigacion en las pasadas dos décadas segiin Whipps, J. (2001). Una variedad de
antibidticos identificados incluyen compuestos como Amfisina, 2,4- Diacetilfloroglucinol
(DAPG), Cianida de hydrogeno, Oomicina A, Fenazina, Pyoluteorina, Pyrrolnitrina, Tensina,
Tropolono, y lipopéptidos ciclicos son producidos por Pseudomonas spp. tal como
publicaron los autores Défago, G. (1993), de Souza et al, (2003) y Raaijmakers et al.,
(2002). Otros antibidticos identificados incluyen Oligomycina A, Kanosamine, Zwittermicina
A y Xantobacina y son producidos por Bacillus, Streptomyces y Stenotrophomonas spp. tal
como publicaron Hashidoko et al., (1999), Milner et al., (1995), Milner et al., (1996) y
Nakayama et al., (1999).

Es importante mencionar que algunos antibioticos producidos por PGPR se encuentran
siendo evaluados para nuevos usos como farmacos experimentales segiin Hashidoko et al.,
(1999) y Yamaki et al., (1994). Este grupo de bacterias podria ofrecer una inagotable fuente
de recursos para compuestos para detener el alarmante ascenso de multirresistencia a drogas

en bacterias patogenas de humanos.
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4.1.1.2. Produccion de enzimas liticas

Una variedad de microorganismos también exhiben actividad hiperparasita. Actian
atacando patogenos por excrecion de hidrolasas de la pared celular. La enzima B-1,3-
glucanasa sintetizada por la cepa 300 de Paenibacillus sp. y la cepa 385 de Streptomyces sp.
lisan las paredes celulares fungicas de F. oxysporum f. sp. cucumerinum segin Singh et al.,
(1999).

Basurto-Cadena ef al., (2010) demostraron que hay liberacion de sustancias inhibitorias
por parte de Bacillus subtilis y que éstas producen modificaciones morfoldgicas sucesivas en
las hifas de los hongos patdgenos hasta el colapso total de su estructura celular.

En tanto Feng-Lia et al, (2012) demostraron que Bacillus cereus ocasiona dafios a
nivel de ultraestructura en las hifas de Botrytis cinerea. Shobha y Kumudini (2012)
comprobaron efectos antagonistas de Bacillus sp. contra Fusarium oxysporum. La

distribucion de las enzimas quitinasas en Bacillus fue descripta por Cody, R.M. (1989).

La enzima quitinasa producida por S. plymuthica C48 inhibi6 la germinacion de la
espora y la elongacion de tubo germinativo en Botrytis cinerea segin Frankowski et al.,
(2001). La capacidad para producir quitinasas extracelulares es crucial en la bacteria Serratia
marcescens para actuar como antagonista del hongo Sclerotium rolfsii tal como publicaron
Ordentlich et al., (1988), y también es crucial en la cepa 300 de Paenibacillus sp. y en la cepa
385 de Streptomyces sp. para suprimir a Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum.

Se demostré que las quitinasas y laminarinasas extracelulares sintetizadas por
Pseudomonas stutzeri lisan y digieren el micelio de F. solani segiin Lim et al., (1991). A
pesar de que la actividad quitinolitica es menos esencial para S. plymutica IC14 cuando se
suprime a S. sclerotiorum y B. cinerea, esta involucrada la sintesis de proteasas como otro
proceso de biocontrol tal como publicaron Kamensky et al., (2003).

Al igual que los sideroforos y los antibidticos, la regulacion de la produccion de
enzimas liticas (proteasas y quitinasas en particular) involucra los sistemas de regulacion
GacA/GacS segun publicaron Corbell y Loper (1995), Gaffney et al., (1994), Natsch et al.,
(1994) y Sacherer et al., (1994) o GrrA/GrrS segiin Ovadis ef al., (2004) y la variacion de la
fase de colonia segun Lugtenberg et al., (2001).

Las enzimas capaces de hidrolizar -1,3-glucanos son sintentizadas por bacterias y
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hongos.

Dentro del género Bacillus las B-glucanasas fueron descriptas en B. circulans WLI2, B.
polymixa, algunas cepas de B. subtilis segin Markkanen y Bailey (1974) y aislamientos
alcalofilos publicados por Horikoshi y Atsukawa (1973). Estas enzimas tienen un rol
ecoldgico muy importante.

Otras de las funciones brindadas por los agentes bacterianos de control fitopatdgeno,
pueden ser la solubilidad de fosforo, la produccion de sideroforos y de antibidticos en el
suelo.

Los mecanismos expresados por microorganismos que pueden controlar el desarrollo de
fitopatogenos y dependen de la naturaleza del microorganismo. Los antagonistas bacterianos
utilizan principalmente la secrecion de moléculas pequenas (antibidticos) que interfieren con
la formacion de la pared celular de otros microorganismos segun lo publicado por Tripathi y
Gottlieb (1969), la secrecion de sideroforos segun Neilands, J.B. (1981) y la expresion de un

nimero importante de receptores de sider6foros publicada por Poole y McKay (2003).

4.1.1.3. Produccion de sideroéforos

Para las bacterias aerobias la adquisicion de hierro un micronutriente esencial posee
una importancia particular debido a que la concentracion de Fe™ es poco disponible debido a
su insolubilidad como o¢xidos hidroxy. En vivo los pools de hierro son rigurosamente
regulados y su Fe™ estd unido a proteinas de transporte y almacenaje entre células y
compartimentos extracelulares, segun Andrews et al., (2003).

Los microorganismos particularmente patdogenos de humanos tienen multiples sistemas
para competir por la obtencion de hierro. Estos sistemas son esenciales para la supervivencia
bacteriana y la patogenicidad, tal como publicaron Miethke y Marahiel (2007). Los
sideroforos son moléculas de bajo peso molecular, quelantes de hierro con alta afinidad
secretados en respuesta a limitaciones de hierro para buscar hierro, y sus sistemas de
adquisicion son los mas diversos y ampliamente distribuidos mecanismos de captura de
hierro de microorganismos. Se sabe mucho mds sobre estos sistemas en bacterias Gram
negativas que en Gram positivas. En las bacterias Gram positivas incluyendo especies de
Bacillus, los sideroforos férricos son primero unidos por proteinas especificas unidas a
sustrato ancladas a membrana (SBPs), las cuales se relacionan con las proteinas de union

periplasmica (PBPs) de las bacterianas Gram negativas. Los sideroforos férricos son luego
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transportados a través de la membrana citoplasmica mediante el componente permeasa de
tipo transportadores ABC en un proceso energizado por hidrolisis de ATP en el dominio
transportador ATPasa, segun Heinrichs ef al., (2004).

Para lograr la adaptacion a las condiciones ambientales variables los microorganismos
generalmente producen mas que un sider6éforo y comunmente genes que codifican para
transportadores para algunos xenosider6foros ademis de aquellos producidos
enddgenamente, tal como indicaron Miethke y Marahiel (2007).

Es sabido que tres cepas de Bacillus anthracis (USAMRIID, 7702, y 34F2) y Bacillus
cereus ATCC 14579 excretan dos siderdforos catecolados, petrobactina (que contiene 3,4-
dihydroxybenzoyl) y bacillibactina (que contiene 2,3-dihydroxybenzoyl). Sin embargo el
organismo insecticida Bacillus thuringiensis ATCC 33679 hace solo bacillibactina.

La produccion de sideréforos es un mecanismo de control bioldgico indirecto ya que
como publicaron Shobha y Kumudini (2012), Canavarro-Benite y de Paula-Machado (2002)
y Hotta et al., (2010), la molécula siderdforo quela el hierro reducido presente en el suelo y

privando al patdgeno que ataca al cultivo de este ion esencial para su desarrollo.

4.1.2. Metodologias de estudio de la supresividad natural del suelo

A fin de identificar microorganismos involucrados en procesos especificos in situ se
desarrollaron investigaciones con diversos niveles de resolucion. Estas incluian isotopos
segiun Boschker et al, (1998) y Radajewski et al, (2000) y bromodesoxiuridina para
identificar microorganismos que utilizan sustratos especificos, métodos basados en rRNAs
para identificar organismos metabdlicamente activos segin Giovannoni et al., (1998) y
DeLong et al., (1989).

Sobre la base del mecanismo de antibiosis puede citarse la metodologia de estudio del
proyecto denominado metacontrol segun lo publicado por van Elsas et al., (2008) incluye el
estudio parcial a nivel gendomico de la maquinaria biosintética para la produccion de
antibidticos poliquétidos particulares como el antibiotico leinamycina asi como otros nuevos
poliquétidos segtin van Elsas et al., (2011), Ginolhac et al., (2004), Bertrand et al., (2005),
Nalin et al., (2004) y Courtois et al., (2003).
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4.2. Materiales y Métodos

Se evaluaron posibles mecanismos involucrados con la supresividad del patdogeno en
aquellos aislamientos que demostraron actividad antifingica in vitro en el Capitulo 3. Estos
aislamientos se mencionan a continuacion y entre paréntesis la especie posible segun la
similitud basada en caracteres morfologicos: Bl (B. polymyxa), B4 (B. subtilis), BS (B.
subtilis), B6 (B. subtilis), 22 (B. subtilis), B30 (B. subtilis), B31 (B. subtilis KJ464036), B37
(B. azotoformans), B41 B. licheniformis y B52 (Bacillus sp.).

En este Capitulo se presentan los resultados del estudio de los siguientes mecanismos
de supresividad: produccion de B-1,3-glucanasas, produccion de B-1,4-glucanasas,

produccion de lipasas y produccion de siderdforos.

4.2.1. Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa R utilizando ANOVA y
métodos de comparacion multiple de Tukey. Los datos de frecuencia se sometieron a analisis
de Chi-cuadrado sobre la base de tablas de contingencia. Los datos se analizaron en el nivel
de probabilidad de 0,05. El agrupamiento de las cepas se realizd mediante un analisis de
conglomerado aplicando la distancia Euclidiana y mediante el algoritmo treemap y de cluster

jerarquico.

4.2.2. Crecimiento de los cultivos bacterianos antagonistas y preparacion del extracto
enzimatico

4.2.2.1. Condiciones y medios de desarrollo

Se utilizé agar zanahoria (200 g zanahoria, agar 2 %, 1000 ml agua destilada) como
medio de cultivo para P. palmivora. Los aislamientos B1, B4, B5, B6, B22, B30, KJ464036,
B37, B41 y B52 se cultivaron en medio minimo (MM) segin Elad et al, (1982) con el
agregado de hifas de P. palmivora como sustrato para estudiar la induccion de la enzima
degradadora de la pared de Phytophthora que contiene celulosa como polimero estructural.

La preparacion de los componentes de la pared de la hifa se realizé moliendo el micelio
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en nitrégeno liquido y homogeneizandolo en buffer acetato 50 mM (pH 4,5) y conservado
durante 3 a 5 h para la extraccion. Se filtré luego con papel de filtro Whatman No. 1. Los
componentes de la pared hifal retenidos sobre el papel de filtro se rasparon y se incorporaron
al medio minimo y luego se autoclavo.

Cada cultivo bacteriano fue llevado a fase Log y 1 ml de suspension de esporas de
Phytophthora palmivora (10 > esporas.ml™) en medio minimo (Phy+MM) y con el agregado
de glucosa (Phy+MM+Glu) y fue incubado a 150 rpm a 25 °C durante 72 h. El filtrado del
cultivo libre de células se concentrd en un frasco de 10 ml y se evapord a 25 °C. La proteina

total en la muestras de enzimas cruda se estim¢ siguiendo el método de Lowry et al., (1951).

4.2.2.2. Evaluacion de la produccion de -1,3-glucanasas bacterianas en presencia y en
ausencia del patéogeno

Las enzimas B-1,3-glucanasas se estimaron siguiendo el protocolo de Pan et al., (1991).
El control positivo de produccion se realizo utilizando una cepa de Bacillus subtilis
productora de B-1,3-glucanasas. La actividad de la enzimas B-1,3-glucanasas se expreso
como microequivalentes de glucosa liberada por mililitro de filtrado de cultivo por minuto

por miligramo de proteina (uM glucosa.ml”.min™. mg™).

4.2.2.3. Evaluacion de la produccion de -1,4-glucanasas bacterianas en presencia y en
ausencia del patégeno

Se tomaron 50 pl de la enzima cruda y se mezclaron con 450 pl de Carboximetil
celulosa (CMC) al 1 % y se incubaron a 55 °C durante 30 min. La reduccion del azicar se
evalu6 siguiendo el protocolo de Miller, G. (1959). La actividad de la enzima B-1,4-
glucanasa se expresd como microequivalentes de glucosa liberada por mililitro de filtrado de

cultivo por minuto por miligramo de proteina (uM glucosa.ml™.min".mg™).

4.2.2.4. Evaluacion de la produccion de lipasas bacterianas en presencia y en ausencia
del patégeno

Para la evaluacion de la actividad de enzimas lipasas secretadas por los cultivos
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antagonistas se siguio el protocolo modificado por Elad et al., (1985). Se tomaron 2 ml de
enzima cruda y se diluyeron con 8 ml de agua destilada y se mezclaron bien con 500 pul de
aceite vegetal. La mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C durante 2 h en un agitador rotatorio a
200 r.p.m. Para obtener una concentracion final de 30 % se agreg6 etanol.

Los acidos grasos libres se extrajeron con 25 ml de petrdleo puro y el extractante se
evapor6 en un evaporador rotatorio. Los acidos grasos libres se disolvieron en 15 ml de
etanol neutralizado conteniendo fenolftaleina a 60 ° C. Cada muestra fue titulada con alcohol
etilico 0,5 N. Los acidos grasos libres se neutralizaron y se definio la unidad lipolitica (UL)

como micromoles de NaOH por miligramo de proteina por hora (WM NaOH.mg™".h™").

4.2.3. Evaluacion de la produccion de sider6foros bacterianos

Se estudio la capacidad de control bioldgico ejercida por cepas de Bacillus sp. sobre
Phytophthora palmivora en cultivo in vitro y la intervencion de sider6foros bacterianos en
este control. Para ello se sembraron las placas de Petri con las rizobacterias y junto a ellas se
colocaron indculos de P. palmivora.

Se evalud la reduccion del desarrollo del hongo en presencia y en ausencia de hierro en
el medio de cultivo. Luego se evalud la produccion de sider6foros mediante el medio de

cultivo CAS (Chrome Azurol S) agar azulado.

4.3. Resultados

En este Capitulo se describen los experimentos diseflados para evaluar los posibles
mecanismos involucrados en la supresividad de las bacterias obtenidas en este trabajo de

investigacion. Los resultados se agrupan segun la siguiente jerarquizacion de escritura.
- Crecimiento de los cultivos bacterianos y preparacion del extracto enzimatico.

- Evaluacion de la produccion de B-1,3-glucanasas bacterianas en presencia y en ausencia del

patogeno.
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- Evaluacion de la produccion de B-1,4-glucanasas bacterianas en presencia y en ausencia del

patogeno.

- Evaluacion de la produccion de lipasas bacterianas en presencia y en ausencia del patogeno.

- Evaluacion de la produccion de siderdforos bacterianos.

- Visualizacion de los resultados mediante el algoritmo treemap mostrando la caracterizacion
de los aislamientos termorresistentes sobre la base de analisis bioquimicos y morfoldgicos y

la caracterizacion del total de los aislamientos obtenidos.

4.3.1. Crecimiento de los cultivos bacterianos antagonistas y preparacion del extracto
enzimatico

Cada cultivo bacteriano fue llevado a fase Log y 1 ml de suspension de esporas de P.
palmivora (10 ° esporas.ml™) en medio minimo (Phy+MM) y con el agregado de glucosa
(Phy+MM+Glu) y fue incubado a 150 rpm a 28 °C durante 72 h. El filtrado del cultivo libre
de células se concentrd en un frasco de 10 ml y se evapord a 25 °C. La proteina total en la

muestras de enzimas cruda se estimo siguiendo el método de Lowry et al., (1951).

4.3.2. Evaluacion de la produccion de 3-1,3-glucanasas bacterianas en presencia y en
ausencia del patégeno

Los aislamientos bacterianos B1, B4, BS, B6, B22, B30, B37, B41 y B52 no produjeron
cantidades significativas de B-1,3-glucanasas. En tanto Bacillus KJ464036 produjo la maxima
cantidad de la enzima en medio minimo con el agregado de micelio de Phytophthora

palmivora. La produccion de la enzima en medio con glucosa no fue significativa.
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Figura 4.1. Actividad B-1,3-glucanasas producidas por las cepas antagonistas en presencia de P.
palmivora. Las barras representan un error porcentual igual a 0,05.%

La actividad B-1,3-glucanasas de Bacillus KJ464036 se observa en medio minimo y es
inducida por la presencia del patogeno (Phy+MM). En tanto no se observa actividad B-1,3-
glucanasas en presencia de glucosa por lo que no es inducida por dicho sustrato. El control de

esta enzima es la actividad B-1,3-glucanasa producida por B. subtilis de referencia.

4.3.3. Evaluacion de la produccién de B-1,4-glucanasas bacterianas en presencia y en
ausencia del patégeno

Se tomaron 50 pl de la enzima cruda y se mezclaron con 450 pl de carboximetil
celulosa (CMC) al 1 % y se incubaron a 55 °C durante 30 min. La reduccion del azicar se
evaluo siguiendo el protocolo de Miller, G. (1959). La actividad de la enzima B-1,4-
glucanasa (EC.3.2.1.4) se expres6 como microequivalentes de glucosa liberada por mililitro

de filtrado de cultivo por minuto por miligramo de proteina (uM glucosa.ml”.min™".mg™).
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La Figura 4.2 muestra la actividad B-1,4-glucanasas de la bacteria de la bacteria en

presencia y en ausencia del patdgeno.
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Figura 4.2. Actividad B-1,4-glucanasas producidas por las cepas antagonistas y P. palmivora en diferentes
sustratos. Las barras representan un error porcentual igual a 0,05.%

El control de la actividad B-1,4-glucanasas es una medida de la actividad de esta enzima

producida por Bacillus subtilis de referencia.

4.3.4. Evaluacion de la produccion de lipasas bacterianas en presencia y en ausencia del
patégeno

Para la evaluacion de la actividad de enzimas lipasas (EC.3.1.1.3) secretadas por los
cultivos se definid la unidad lipolitica (UL) como micromoles de NaOH por miligramo de
proteina por hora (uM NaOH.mg'.h™"). La Figura 4.3 muestra la actividad de enzimas lipasas

de la bacteria en presencia y en ausencia del patdogeno.
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Figura 4.3. Actividad lipasa producida por las cepas antagonistas y P. palmivora en diferentes sustratos.
Las barras representan un error porcentual igual a 0,05.

El control de la actividad lipasa es una medida de la actividad de esta enzima por parte
de Bacillus subtilis de referencia. Tanto en medio minimo como en medio minimo con con el
agregado de glucosa los aislamientos evaluados no produjeron cantidades significativas de

actividad lipasa expresada en pg.ml”.min™".

4.3.5. Evaluacion de la produccion de sideroforos bacterianos

En la evaluacién de la capacidad de produccion de sideroforos por parte de los
aislamientos de Bacillus se sembraron las placas Petri con cada una de las rizobacterias
aisladas y junto a ellas se colocaron indculos de P. palmivora. Las cepas evaluadas no
redujeron significativamente el desarrollo del micelio del patdogeno tanto en presencia como
en ausencia de hierro en el medio de cultivo. Por lo tanto no se observd participacion de
sideroforos bacterianos en el control biologico contra P. palmivora.

A continuacion se muestra un grafico de la informacion obtenida de los aislamientos.

La visualizacion de los datos esta basada en los caracteres bioquimicos de los aislamientos,
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mecanismos de supresividad tales como actividad enzimatica, produccion de antibidticos,
produccion de sideroforos y actividad biocontrol in vitro. En funcion de las categorias
descriptas se muestra la estructura jerarquica de los datos mediante la utilizacion del

algoritmo treemap (Figura 4.4.) proveniente del sitio LR.

Figura 4.4. Visualizacion de los aislamientos termorresistentes basada en caracteres bioquimicos y
mecanismos de supresividad. El cluster y el color representan la especie, la etiqueta biocontrol
representa la capacidad biocontroladora in vitro, el tamafio representa el orden temporal de
aislamiento

Se utilizé una capa de trabajo circular, se agrupd segiin origen con cuatro categorias
posibles: LRs, LRh, BAs, BAh y seglin especie con cinco categorias compatibles posibles: B.
subtilis, B. polymyxa, B. licheniformis, B. azotoformans, ND: no disponible sobre la base de
caracteres morfologicos y bioquimicos.

El cluster representa el origen del suelo, el color se selecciond para identificar los
diferentes estados posibles de especie. La etiqueta se programd para indicar el niimero de
aislamiento segun el orden temporal de obtencion del suelo y la capacidad biocontroladora

demostrada in vitro.
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Figura 4.5. Visualizacion de los 452 aislamientos con el algoritmo treemap

4.4. Discusion

Las investigaciones sobre mecanismos promotores del crecimiento vegetal
desencadenados por la accion de rizobacterias proporcionan una mayor comprension acerca
de las multiples facetas que comprende el proceso de supresividad. En particular cobra
relevancia el estudio de aquellos parametros que estimulan la produccion y la actividad de las
moléculas intervinientes en el proceso de supresividad, tales como antibidticos, enzimas
liticas y sider6foros, entre otros, o iones como el Cinc presente en el suelo, altamente
relacionados con la supresion natural. Sin embargo, se conocen pocos estudios especificos
que relacionen la calidad edafica con la capacidad supresiva del suelo tal como publicaron

Janvier et al., (2007). Mas aln, se publicaron muy pocos estudios que puntualmente utilicen
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la informacién que brindan las propiedades bioldgicas y en particular las propiedades
bioquimicas del suelo en relacion a su capacidad supresiva tal como indicaron Rossi et al.,
(2015).

En tanto, la determinacion de la funcion de aquellos parametros edaficos asociados con
la supresion de la enfermedad, pueden ser explorados y explotados para encontrar aquellos
suelos que son mas propensos a apoyar el biocontrol. Dicha importancia radica tanto para la
formulacion de inoculantes bioldgicos mejoradores y agrosustentables como para la
formulacion de un modelo predictivo del posible desarrollo de una enfermedad. Estos modelo
pueden crearse sobre la base de analisis multivariado utilizando indicadores ambientales y
algoritmos clasificadores de mineria de datos en fuentes de gran dimensionalidad tal como
sugieren Freitez et al., (2009) y Bombelli, E.C. (2011).

Las revelaciones sobre los mecanismos de accion por rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal abre nuevas puertas para el disefio de estrategias mejoradoras de su
eficiencia como agentes de biocontrol.

La identificacion de antimicrobianos originados por agentes supresores tales como B-
1,3-glucanasas producidas por la bacteria KJ464036 puede ser explotado para agilizar el
descubrimiento mediante la seleccion de nuevas cepas que llevan genes sintéticos relevantes.
Asimismo el presente trabajo contribuye a la generacion de conocimiento en la ecologia de la
interaccion entre microorganismo-planta y es base para la continuacion de la investigacion a
nivel de interaccion molecular.

En este sentido se aceptd la hipdtesis planteada al establecer que el nivel de actividad
antagonista se relaciona con la produccion enzimatica de la bacteria en forma inducida. ésto
se demostro al hallar un nivel mas elevado de actividad de las enzimas -1,3-glucanasas en la
bacteria en presencia del patdogeno (p<0,05). Bacillus KJ464036 mostr6 una actividad de B-
1,3-glucanasa estadisticamente superior (p<0,05) en presencia de P. palmivora.

La actividad B-1,4-glucanasas de Bacillus KJ464036 no fue significativa con respecto
al control positivo. El control de esta enzima fue la actividad B-1,3-glucanasa producida por
B. subtilis de referencia. En tanto, para la evaluacion de la actividad de enzimas lipasas
secretadas por los cultivos bacterianos se definio la unidad lipolitica (UL) como micromoles
de NaOH por miligramo de proteina por hora (WM NaOH.mg™'.h™"). La Figura 4.13 muestra
la actividad de enzimas lipasas de la bacteria en presencia y en ausencia del patdogeno.

Parte de la contribucion al conocimiento actual acerca de la eficiencia de la actividad
de la enzima lipasa proveniente de Bacillus subtilis, caracterizada como mecanismo de

supresividad, fue publicada por los autores Sabat et al., (2012), Selva-Mohan et al., (2008),
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Bora y Bora (2012) y Mohammad-Sadeghi et al., (2010). Sin embargo en este trabajo no se
hallaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la actividad de la enzima

lipasa en presencia y en ausencia del patégeno (p<0,05).

Como es sabido las enzimas micoliticas producidas por las bacterias antagonistas son
muy importantes en tecnologia aplicada al control bioldgico. Numerosos autores tales como
Baharum et al., (2003), Huang y Chen (2004) y Gohel et al., (2004) detectaron glucanasas y
quitinasas en suelos inoculados con agentes de control bioldgico y en sintesis este trabajo
revelo la produccion de la enzima micolitica B-1,3-glucanasa proveniente de Bacillus subtilis

como mecanismo de supresividad.

Otro de los mecanismos de supresividad estudiados en este Capitulo fue la produccion
de sideroforos. En la evaluacion de la capacidad de produccion de sideroforos por cepas de
Bacillus sp. se sembraron las placas Petri con cada una de las cepas de rizobacterias y junto a
ellas se colocaron inoculos de Phytophthora palmivora. No obstante en este trabajo no se
hallé produccion de sideroforos por parte de las bacterias propuestas como posibles agentes
de control biologico. En cambio en los trabajos publicados por Zawadzka et al., (2009), Hotta
et al., (2010) y Shobha y Kumudhini (2012) encontraron produccion de sideroforos efectiva
por parte de cepas de Bacillus.

Merced a la utilizacion del algoritmo treemap desarrollado para visualizacion
inteligente de datos fue posible mostrar claramente el comportamiento de los datos obtenidos
hasta el momento entre el Capitulo 3 y el Capitulo 4 de esta tesis. Se muestra entonces el
comportamiento de las variables: cantidad de aislamientos formadores de endosporas,
reaccion a la tincion de Gram, hidrolisis de almidon, Voges-Proskauer, tamano del cuerpo
celular, utilizacion de citrato, desarrollo en NaCl 6,5 %, desarrollo a 55 °C, produccion de
enzima catalasa y control bioldgico in vitro clasificacion a nivel de especie sobre la base de
caracteres morfologicos y bioquimicos, actividad biocontrol in vitro, produccion de
antibioticos, produccion de sideroforos, produccion de B-1,3-glucanasa, produccion de B-1,4-

glucanasa, produccion de lipasas y origen geografico de procedencia de los suelos.
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4.5. Conclusion

En el Capitulo 4 se estudiaron los posibles mecanismos de supresividad de la bacteria
Bacillus KJ464036. La actividad B-1,3-glucanasa producida por la bacteria Bacillus
KJ464036 se observd en medio minimo y fue inducida por la presencia del patégeno. No se
observé actividad B-1,3-glucanasa en presencia de glucosa por lo que no fue inducida por
dicho sustrato. El control de actividad de dicha enzima fue la actividad B-1,3-glucanasa
producida por una cepa Bacillus subtilis de referencia. En tanto no se hallo actividad de las
enzimas B-1,4-glucanasa y lipasa por parte de los aislamientos estudiados.

Se concluye en este ensayo que la molécula identificada con la accion antifiingica
contra Phytophthora estaria relacionada con la actividad micolitica de la enzima B-1,3-
glucanasa producida por Bacillus KJ464036 en presencia del patogeno.

En el Capitulo 5 se muestran los resultados de los ensayos de patogenicidad y
biocontrol in vivo y de la formulacion de un biopesticida experimental formulado con

Bacillus KJ464036.
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CAPITULO 5

“Un Poco De Ciencia Aleja de Dios,
Pero Mucha Ciencia Devuelve A EL.”
Louis Pasteur (1822-1895)
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CAPITULO 5

S. Biopesticidas

5.1. Biopesticidas en la Agricultura Sustentable

Asi como fue presentado por Eurostat (2015), estd ampliamente aceptado que la
agricultura intensiva como sistema de manejo se caracteriza por un gran uso de capital e
ingresos para invertir en la adquisicion y aplicacion de fertilizantes y pesticidas necesarios
para el crecimiento de los cultivos. En este sentido se plante6 que el excesivo uso de
fertilizantes y pesticidas incrementa el riesgo de que los nutrientes y pesticidas permanezcan

en la superficie del suelo y contaminen lixiviandose por medio del agua del suelo.
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En este trabajo se utilizan como sinénimos los términos biopesticidas y bioplaguicidas.
Dentro de esta categoria de productos se incluyen los biofungicidas o fungicidas biologicos.
En los ultimos 15 afios, la literatura cientifica menciona que la agricultura intensiva
increment6 considerablemente como objeto de estudio. Este dato estaria indicando que los
investigadores muestran un fuerte interés sobre este topico de trabajo desde diferentes puntos
de estudio, tal como puede observarse en la Fig. 5.1.

Por otra parte desprende a partir del grafico de nube que la palabra suelo tuvo la mayor
frecuencia entre todas las publicaciones, sugiriendo la idea que el rol clave del suelo en este

objetivo y el stress que el suelo es el sitio donde causa mas efectos negativos que en otras.
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Figura 5.1. Namero de publicaciones cientificas sobre agricultura sustentable entre 2000 y 2014
Se trabajo sobre una base de datos que incluian titulos de articulos, resimenes y
palabras clave, dentro de las categorias ciencias de la vida y ciencias ambientales. Las

sentencias de busqueda utilizadas para el analisis de text mining fueron agricultura intensiva.

El tamafio de cada palabra es proporcional a la representacion de este término en el texto.
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Las palabras de entrada se colocaron en orden de frecuencia descendente en un total de
600 palabras. El grafico obtenido al ejecutar el algoritmo para construir la nube de palabras

se muestra en la Fig. 5.2.
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Figura 5.2. El algoritmo visualiza el tamafo de cada palabra en proporcion a su frecuencia de aparicion

El uso de microorganismos antagonistas de patégenos requiere de estudios previos que
se inician con la seleccion de potenciales microorganismos controladores de fitopatogenos.
Luego se continua con la identificacion de los mecanismos que utilizan para ejercer el control
bioldgico y posteriormente se desarrolla una formulacion experimenta susceptible de ser
producida a gran escala. Los estudios sobre procedimientos de aplicacion de los
bioantagonistas también son fundamentales para lograr los efectos de control deseados.

En los ultimos afios se prestd especial atencion al estudio de nuevas tecnologias que
posibiliten el uso de practicas de produccion agricola sustentables. Dichas tecnologias estan
dirigidas hacia la explotacion racional de los recursos naturales tendiendo a reducir el uso de
pesticidas sintéticos.

En este sentido el conocimiento holistico de los factores bidticos (plagas y

enfermedades) en cuanto a su correcta identificacion, caracterizacion, distribucion,
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bioecologia e interrelaciones (asi como las interacciones existentes entre los productos
sanitarios y el ambiente) permite tener una vision general de la situacion imperante. De este
modo podrian generarse paquetes tecnoldgicos racionales de manejo fitosanitario para
mejorar la competitividad y el posicionamiento de la produccion olivicola nacional.

El uso de fitofarmacos en un cultivo se hace necesario en muchas ocasiones debido a la
presencia de plagas y enfermedades que causan pérdidas considerables en los cultivos. Sin
embargo, aplicaciones en forma indiscriminada provocan importantes desequilibrios en el
agroecosistema por aparicion de poblaciones resistentes de insectos y acaros, disminucion de
antagonistas naturales, aparicion de plagas y patogenos secundarios, contaminacion del
ambiente, como asi también en los productos derivados de la produccion primaria como la
presencia de residuos.

En términos generales si se desea utilizar un microorganismo como BCA éste debe
poseer los siguientes atributos:

- Alta eficiencia en el establecimiento en el suelo: debe tener la habilidad para establecerse en
el ambiente donde debe actuar y aumentar su biomasa.

- Alta competencia: debe ser capaz de competir con la microbiota residente en la rizosfera.

- Elevada capacidad de persistencia en el ambiente: debe poseer formas resistentes, tales
como las esporas de bacterias, hongos y protozoarios y los cuerpos poliédricos de virus. Estas
formas confieren larga vida en el suelo y almacenaje del formulado bioldgico.

- Facilidad de reproducir y almacenar: debe tener escasas exigencias nutricionales para

facilitar los costos de produccion de biomasa.

Por todo lo expuesto se realizé la busqueda de bacterias con actividad biocontroladora

en la rizosfera de olivo.

Como ventajas de los biopesticidas pueden citarse:

- no producen residuos peligrosos

- reducen significativamente el impacto sobre las especies que no son objeto de los
tratamientos

cuando son producidos localmente pueden ser mas econdomicos que los insecticidas quimicos

a largo plazo también pueden ser mas efectivos que los pesticidas sintéticos.

Como desventajas pueden citarse:
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- Alta especificidad, que hace necesaria una identificacion exacta de la plaga y su patégeno y
puede hacer necesario utilizar muchos biopesticidas. Esto solo se da en casos de parasitismo,
por ejemplo hongos que ataquen insectos, en los que hay de por medio procesos de co-
evolucion. Pero en relaciones con alta cercania taxondmica, por ejemplo hongos contra
hongos, existen procesos de competencia, los que son de baja especificidad.

- A menudo, su velocidad de actuacién es lenta por lo que en casos de plagas cuyos dafios
pueden ser elevados en muy poco tiempo, pueden no ser interesantes de usar.

- A menudo su efectividad es variable debido a la influencia de diversos aspectos bidticos y
abidticos debido a que el principio activo del biopesticidas son organismos vivos. Esto es

debido principalmente al bajo conocimiento de las condiciones ecoldgicas del control.

5.1.1. Regulacion del uso de plaguicidas en Europa

La lucha quimica se reveld6 como un método cotidiano eficaz e indispensable para
combatir los agentes patdgenos tal como indicaron Leroux, P. (2003) y Pezet et al., (2004).
Desde los afios '60, este método implico sobretodo a los fungicidas. Estos productos son
utilizados actualmente en diversos cultivos plantados en agricultura periurbana. Alrededor de
78300 toneladas de productos fitosanitarios se utilizan en Francia segin datos de la
Organizacion Europea y Mediterranea para la Proteccion de Plantas (OEPP) del afio 2005.
Por citar un ejemplo, esta cantidad corresponde alrededor del 50 % de los productos
utilizados en Francia para agricultura.

A partir de su excesivo uso surgieron casos de toxicidad aguda y también cronica para
el hombre y los organismos sensibles segiin publicé Leroux, P. (2004). Por otro lado, se
observo que los agentes patogenos pueden devenir resistentes a estos productos quimicos
segun publicaron Panon et al., (2006). Desde el afio 2002, existen mas de 160 materiales
activos de los cuales una veintena de fungicidas fueron clasificados como demasiado tdxicos
y en consecuencia estan en curso de ser retirados por la normativa vigente.

En el caso de Europa la OEPP pregona por una buena practica fitosanitaria, de limitar el
numero de aplicaciones de cada clase quimica y de utilizar fungicidas de acuerdo con los
diferentes modos de accion bioquimica segun lo publicado en el Boletin OEPP, (2002). Cabe
mencionarse la existencia de un acuerdo con la directiva europea 91/414/CEE concerniente a

la puesta en marcha del desarollo de nuevos productos fitosanitarios.
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5.1.2. Regulacion del uso de plaguicidas en Argentina

El uso de los plaguicidas se encuentra regulado por diferentes organismos
gubernamentales dependiendo del uso para el cual son registrados. Estos organismos son los
principales responsables de la normativa que restringe o prohibe el uso de plaguicidas.

El Registro de Plaguicidas de uso Fitosanitario se encuentra bajo dependencia de la
Direccién de Agroquimicos, Productos Farmacologicos y Veterinarios del Servicio de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SE.NA.S.A.) de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,

Pesca y Alimentacion. En este ambito existen los siguientes Registros:

- Registro Nacional de Terapéutica Vegetal donde se inscriben: Sustancias activas grado
técnico, Productos Formulados en lo referido a insecticidas, herbicidas, acaricidas, fungicidas
y feromonas, Ampliacion de uso de Sustancias Activas y de Productos Formulados, Origen
adicional referido a Sustancias Activas y de Productos Formulados, Productos Linea Jardin
referido a uso perihogareno.

- Registro de Profesionales independientes especializados en Toxicologia y Ecotoxicologia,
en apoyo al sistema de evaluacion de sustancias creado en 1996.

- Registro Nacional de Laboratorios de analisis fisicos, quimicos, bioldgicos, insumos
agricolas, suelos, productos y subproductos agricolas y alimentos, sujetos a régimen de
habilitacion.

- Registro Nacional de Establecimientos Productores y/o Formuladores de Productos
Fitosanitario.

- Registro Nacional de Empresas de Fumigacion.

Para garantizar la calidad e inocuidad de los productos fitosanitarios, la autorizacion de
los mismos se desarrolla en el marco de un proceso de aprobacion pautado y exhaustivo que
determina que el producto es lo que dice ser, es eficaz para el fin que se destina y no implica
riesgos indebidos a la salud y/o al ambiente, considerando aspectos de salud humana, de
sanidad animal y vegetal en la seguridad alimentaria y de preservacion del ambiente.

Se destaca la Resolucion SAGPyA 350/99 dado que es el Manual de Procedimientos,

Criterios y alcances para el Registro de Productos Fitosanitarios. Las legislaciones de los
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estados provinciales adhieren a la normativa nacional en la materia. Algunas provincias y
municipios llevan registros independientes de los registros nacionales, en general cuando
existe una ley provincial de plaguicidas.

Desde 1969 existe reglamentacion nacional que fija limites maximos de residuos de
plaguicidas para productos y subproductos agropecuarios, establece regimenes de tolerancias
e indica periodos de carencia, contemplado en las leyes 18073, 18796 y 20418. La
Resolucion 20/95 internaliza los limites maximos de residuos establecidos por las
Resoluciones MERCOSUR Nro. 23 y 74 del 1994 para los cultivos de cebolla, arroz,
manzana, pera, papa, ajo, frutilla y tomate.

Un ejemplo de fiscalizacion y control es la actividad realizada por la Corporacion del
Mercado Central de Buenos Aires, ente gubernamental tripartito que constituye el mas
importante organismo concentrador de alimentos frescos destinados al consumo de la Ciudad
de Buenos Aires y conurbano.

A través del Laboratorio Bromatologico efectia la deteccion y cuantificacion de
Residuos de Plaguicidas en Frutas y Hortalizas y ejerce el poder de policia sanitario y
bromatolégico asi como el decomiso, la alerta a productores, entre otras acciones, segun
Garcia et al., (2003).

En este Capitulo se muestra la evaluacion preliminar de la elaboracion de un
biopesticida experimental formulado a base de turba estéril inoculada con la bacteria obtenida
en el Capitulo 2 Bacillus KJ464036 en dos concentraciones de formulacion: 10 ® UFC.gss™ y
10° UFC.gss'1 .

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1 Analisis estadisticos

Se utilizo un disefio factorial de 2x3 en bloques completamente aleatorizados con tres
unidades experimentales y seis tratamientos. Los tratamientos fueron:
A: Control olivo (n=20);
B: Control Phytophthora, olivo con el agregado de Phytophthora palmivora (n=20);

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa R usando ANOVA vy
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métodos de comparacion multiple de Tukey.
Los datos de frecuencia se sometieron a analisis de Chi-cuadrado sobre la base de

tablas de contingencia. Todos los datos se analizaron en el nivel de probabilidad de 0,05.

5.2.2. Evaluacién preliminar de la eficiencia del bioformulado experimental

5.2.2.1. Preparacion del in6culo fingico

200 g de semillas de trigo se hidrataron con agua destilada durante 12 h, se escurrieron
y secaron entre papel de filtro. Se colocaron en frasco de vidrio y se esterilizaron en
autoclave (1 atm, 20 min). Posteriormente se sembraron sobre el trigo ocho discos de micelio
de P. palmivora desarrollado en medio de cultivo V8-PARPNH. La incubacion se realizé en
estufa a 25 °C, durante 4 semanas, hasta lograr el crecimiento completo del hongo sobre y
dentro de las semillas.

Transcurrido este tiempo se mantuvo en estufa a 30 °C durante una semana para
permitir el secado. Luego se realiz6 la molienda y se conservo en recipiente estéril, cerrado,

en oscuridad, a temperatura ambiente.

5.2.2.2. Preparacion del soporte

El cultivo utilizado para evaluar in situ la eficiencia del formulado bioldgico con
Bacillus subtilis fue Olea europaea L. variedad manzanilla fina. Se empleé una mezcla de
arena:suelo (3:1), se esterilizo en estufa a 180 °C durante 5 h. Se utilizaron bolsas de
poliestireno, cada bolsa fue completada con un volumen de soporte de 800 g y llevada al 60
% de capacidad de campo cuidadosamente por goteo con pipeta de 10 ml.

Se mezclo el indculo fungico molido con arena:suelo (3:1 p/p) hasta 3 % P/P (sustrato
fungico 3 % P/P). Se colocaron las 90 macetas en la camara de cultivo bajo las siguientes
condiciones ambientales: 16 h luz a 25 °C, 8 h oscuridad a 16 °C, Intensidad luminica 220
pE.m™.seg”, durante 50 dias. El procedimiento anteriormente descripto fue realizado de igual
manera para cada uno de los ensayos de patogenicidad y de biocontrol. Nuevamente se

evalu6 el cumplimiento de los postulados de Koch.
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5.2.2.3. Postulados de Koch

Para que una enfermedad sea considerada transmisible debe cumplir requisitos. Estos
requisitos fueron enunciados por Robert Koch basados en sus experimentos con Bacillus
anthracis. Los postulados fueron los siguientes:

El microorganismo debe estar presente en todos los individuos con la misma
enfermedad.

El microorganismo debe ser recuperado del individuo enfermo y poder ser aislado en
medio de cultivo.

El microorganismo proveniente de ese cultivo debe causar la misma enfermedad
cuando se lo inocula a otro huésped.

El individuo experimentalmente infectado debe contener al micoorganismo.

Luego se realizo la evaluacion de la presencia del patégeno sobre las comunidades

bacterianas rizosféricas de olivo en suelo natural.

5.2.2.4. Evaluacion de la presencia del patégeno sobre las comunidades bacterianas
rizosféricas de olivo en suelo natural

Se utiliz6 la metodologia CLPPs con diluciones seriadas de suelo. Se sembr6 en la
policubeta una dilucion de cuatro veces (10 '4) la concentracion de suelo rizosférico del olivo.

Los resultados se analizaron por analisis multivariado de componentes principales segiin

Gomez et al., (2006).

5.3. Resultados

En este Capitulo se describen los experimentos disefiados para el aislamiento, la

caracterizacion y la identificacion de los microorganismos utilizados en este trabajo de
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investigacion. Los resultados se agrupan segun la siguiente jerarquizacion de escritura.

- Patogenicidad de P. palmivora en olivo.
- Biocontrol con Bacillus KJ464036 .

- Evaluacion de la presencia P. palmivora sobre las comunidades bacterianas del suelo.

5.3.1. Ensayo de patogenicidad de P. palmivora en olivo

Tal como se describid en el Capitulo Materiales y Métodos se reprodujeron los
postulados de Koch en el ensayo de patogenicidad y biocontrol sobre el cultivo de olivo. La
Fig. 5.3. muestra el aislamiento del patdogeno en medio selectivo obtenido de una porcion de

raicilla de olivo.

Observacion macroscépica P. palmivora

Figura 5.3. Phytophthora palmivora desarrollada en medio V8-PARPNH luego de 7 dias de incubacion a
25°C
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La Fig. 5.4 muestra la raicilla de olivo infestada por Phytophthora palmivora

Observacion de raicilla de olivo sintomatico de P. palmivora

Figura 5.4. Raicilla de olivo sintomatico de P. palmivora obtenida en el ensayo de patogenicidad a los 50

d.p.i.
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De este modo se obtuvo nuevamente el mismo patdgeno a partir de olivo sintomatico en
el ensayo de patogenicidad bajo condiciones controladas de ambiente. Dicho patdgeno se
obtuvo de un ejemplar de olivo con una afectacion radical de un 85 %. Se analizd la
actividad patdgena de P. palmivora sobre el cultivo de olivo.

Se reprodujeron los postulados de Koch, aislando el patdégeno de raicillas de olivo al
manifestarse los sintomas a los 50 d.p.i. P. palmivora afecté el crecimiento normal de olivo
en las etapas iniciales de crecimiento. En el control del hongo se observd un porcentaje de
sintomas radicales del 85 %.

La Figura 5.5. muestra el porcentaje de plantas sintomaticas del control fingico.

Patogenicidad de P. palmivora en olivo expresada en porcentaje de plantas sintomaticas
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Figura 5.5. Plantas sintomaticas por P. palmivora (%). Referencias: A: control olivo (n=20); B: control
olivo en suelo infestado con P. palmivora (n=20) al 3 % P/P, 50 d.p.i.

Con respecto a las variables analizadas (largo aéreo, largo radical, peso fresco y peso
seco) se observd un marcado efecto deletéreo sobre el cultivo, detectandose diferencias entre
los valores hallados de longitud aérea y radical y los controles respectivos sin el hongo

medidos a los 50 d.p.i. (Tablas 5.1. y 5.2.).
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Tabla 5.1. Patogenicidad. Longitud aérea de olivo

Tratamientos Crecimiento aéreo (cm) Crecimiento aéreo (%)
Olivo 47,9 +0,2 100

48,8 +0,3 100
Olivo + P. palmivora 26,8 £0,3 56,0

254+0,4 52,1

Referencias: Olivo: suelo rizosférico de olivo (n=20); Olivo + P. palmivora: suelo rizosférico de olivo
sintomatico por P. palmivora (n=20). Los datos representan la media de tres repeticiones para cada
tratamiento a los 50 d.p.i.

Se observo una diferencia entre la longitud aérea del olivo con respecto al crecimiento
aéreo de la planta desarrollada en suelo infestado con P. palmivora. El hongo afecté en un
76,6 % el desarrollo aéreo de la planta. El efecto patogénico también se manifestd en la
longitud de la raiz principal del cultivo, observandose una disminucion del 67 %; en este caso

las diferencias también fueron importantes.

Tabla 5.2. Patogenicidad. Longitud radical de olivo

Tratamientos Crecimiento radical (cm) Crecimiento radical (%)
Olivo 353+0,3 100

31,6 £0,3 100
Olivo + P. palmivora 18,9 +0,1 53,5

21,1+0,2 67,0

Referencias: Olivo: suclo rizosférico de olivo (n=20); Olivo + P. palmivora: suelo rizosférico de olivo
sintomatico por P. palmivora (n=20). Los datos representan la media de tres repeticiones para cada
tratamiento a los 50 d.p.i.

Los resultados de la biomasa fresca aérea de olivo se muestran en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3. Patogenicidad. Biomasa fresca aérea de olivo

Tratamientos Peso fresco aéreo (g)  Peso fresco aéreo (%)
Olivo 11,192+ 0,267 100

10,516 + 0,109 100
Olivo + P. palmivora 3,914 +£0,213 35

3,574 £ 0,288 33,9

Referencias: Olivo: suelo rizosférico de olivo (n=20); Olivo + P. palmivora: suelo rizosférico de olivo
sintomatico por P. palmivora (n=20). Los datos representan la media de tres repeticiones para cada
tratamiento a los 50 d.p.i.

5.3.1.1. Analisis de la biomasa fresca aérea

Cuando se analiz6 el olivo en suelo infestado con P. palmivora, hubo una reduccion en
la biomasa fresca aérea medida en gramos, de un 49,2 % comparado con el control olivo en
el cual desarrolld la planta en suelo sin infestar. La reduccion del 72,5 % del crecimiento
longitudinal aéreo del olivo en presencia del hongo se observo también en la biomasa de
dicha fraccion (aérea) que se redujo en 49,2 %; es decir, ambos parametros revelaron un
efecto deletéreo de P. palmivora sobre la fraccion aérea del olivo. Los resultados de la

biomasa seca aérea de olivo se muestran en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Patogenicidad. Biomasa seca aérea de olivo

Tratamientos Peso seco aéreo (g) Peso seco aéreo (%)
Olivo 3,524 £ 0,201 100

3,471+ 0,363 100
Olivo + P. palmivora 1,893 £ 0,233 51,0

1,799 + 0,201 51,8

Referencias: Olivo: suelo rizosférico de olivo (n=20); Olivo + P. palmivora: suelo rizosférico de olivo
sintomatico por P. palmivora (n=20). Los datos representan la media de tres repeticiones para cada
tratamiento a los 50 d.p.i.
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5.3.1.2. Analisis de la biomasa seca aérea

Cuando se evalu6 la biomasa seca aérea del olivo en presencia del hongo se observo
una disminucioén de un 51,8 % en el crecimiento de la planta comparado con el control de
olivo desarrollado en suelo sin infestar. Al comparar el valor del efecto deletéreo del
patogeno sobre la biomasa seca aérea (disminucion del 51,5 %) con el obtenido en el analisis
de biomasa fresca de olivo desarrollado en suelo infestado con P. palmivora (reduccion del
49,2 %) se observd una importante aproximacion entre ambos parametros lo que estaria
indicando un efecto deletéreo de P. palmivora sobre la fraccion aérea de la planta.

A continuacion se muestran los resultados observados en la fraccion radical del olivo.

Los resultados de la biomasa fresca radical de olivo se muestran en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. Patogenicidad. Biomasa fresca radical de olivo

Tratamientos Peso fresco radical (g) Peso fresco radical (%)
Olivo 9,545 +£ 0,251 100

8,939 + 0,459 100
Olivo + P. palmivora 3,218 +£ 0,275 33,7

2,951 +£0,836 30,9

Referencias: Olivo: suelo rizosférico de olivo (n=20); Olivo + P. palmivora: suelo rizosférico de olivo
sintomatico por P. palmivora (n=20). Los datos representan la media de tres repeticiones para cada
tratamiento a los 50 d.p.i.

5.3.1.3. Analisis de la biomasa fresca radical

Cuando se evalu6 la biomasa fresca radical medida en gramos en el tratamiento de
olivo desarrollado en suelo infestado con P. palmivora se encontrd una reduccion del 48,6 %
en biomasa en comparacion con el control olivo. Si se compara el efecto deletéreo de la
actividad fingica sobre la biomasa fresca radical (reduccion del 48,6 %), con el mismo efecto

observado en el crecimiento longitudinal de la raiz principal (reduccion del 53,49 %), puede
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decirse que ambos parametros revelan un efecto deletéreo importante de P. palmivora sobre
el sistema radical del olivo.

Los datos de biomasa seca radical se muestran en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6. Patogenicidad. Biomasa seca radical de olivo

Tratamientos Peso seca radical (g) Peso seca radical (%)
Olivo 2,865+ 0,254 100

2,307 £ 0,372 100
Olivo + P. palmivora 0,965 + 0,237 33,7

0,836 £ 0,332 36,2

Referencias: Biomasa seca radical de olivo en presencia y ausencia de P. palmivora, Olivo: suelo
rizosférico de olivo (n=20); Olive + P. palmivora: suelo rizosférico de olivo sintomatico de P. palmivora
(n=20). Los datos representan la media de tres repeticiones para cada tratamiento a los 50 d.p.i.

5.3.1.4. Analisis de la biomasa seca radical

Al analizar la biomasa seca radical del olivo desarrollado en suelo infestado con P.
palmivora se observo una disminucion del 47,5 % comparado con el control olivo. Los
resultados se muestran en la Tabla 5.6. P. palmivora presente en el suelo afecto el desarrollo
del olivo. La biomasa fresca aérea y radical disminuyeron en un 49,2 % y 48,6 %,
respectivamente, mientras que la reduccidon en biomasa seca fue de 51,8 % en la fraccion
aérea 'y 47,5 % en la fraccion radical.

En el presente estudio se demostro la accion patogena de P. palmivora en el cultivo de

olivo en condiciones controladas de crecimiento.

5.3.2. Ensayo de biocontrol de P. palmivora con Bacillus KJ464036

Dado que los resultados del ensayo anterior mostraron la elevada actividad fitopatogena
de P. palmivora sobre el olivo, se llevod a cabo el ensayo de Biocontrol para evaluar la
capacidad biocontroladora real, de la cepa bacteriana en estudio. Para ello se realizaron los

siguientes tratamientos:
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Control olivo: olivo desarrollado en suelo sin infestar, (n=20), (A)

Control hongo: olivo desarrollado en suelo infestado con P. palmivora al 3 % P/P (de sustrato
fingico), (n=20), (B)

Control bacteriano con Bacillus KJ464036 10° UFC.g": olivo regado con el inoculante en su
formulacion original ( 108 UFC.g'l), desarrollado en suelo sin infestar, (n=20), (C)

Control bacteriano con Bacillus KJ464036 10° UFC.g'I: olivo regado con el inoculante en su
formulacién original (10° UFC.g™), desarrollado en suelo sin infestar, (n=20), (D)
Tratamiento de biocontrol con Bacillus KJ464036 10° UFC.g': olivo regado con el
inoculante en su formulacién original (10° UFC.g™"), desarrollado en suelo infestado con P.
palmivora al 3 % P/P (de sustrato fungico), (n=20), (E)

Tratamiento de biocontrol con Bacillus KJ464036 10 ° UFC.g': olivo regado con el
inoculante en su formulacion original (10 ° UFC.g™), desarrollado en suelo infestado con P.

palmivora al 3 % P/P (de sustrato fingico), (n=20), (F)

Nuevamente en el ensayo de Biocontrol al igual que en el ensayo de Patogenicidad se
reprodujeron los postulados de Koch aislando P. palmivora en medio V8-PARPNH a partir
de raicillas de olivo.

Las variables analizadas fueron:

Plantas sintomaticas, expresado en porcentaje;
Longitud Parte Aérea, expresada en centimetros;
Longitud Raiz Principal, expresado en centimetros;
Peso Fresco Aéreo, expresado en gramos;

Peso Fresco Radical, expresado en gramos;

Peso Seco Aéreo, expresado en gramos;

Peso Seco Radical, expresado en gramos.

Los siguientes resultados obtenidos en el ensayo de biocontrol en olivo, permitieron
conocer la accion biocontroladora de Bacillus KJ464036 sobre este patdogeno, evaluar la
capacidad de la cepa bacteriana de controlar o suprimir la enfermedad fingica.

El ensayo de control biologico de Bacillus KJ464036 sobre Phytophthora en olivo se

muestra en la Figura 5.7.
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Control biolégico de Bacillus KJ464036 sobre P. palmivora en olivo

Figura 5.7. Referencias: A: control olivo (n=20); B: control olivo en suelo infestado con P. palmivora al 3
% P/P (n=20); C: olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 108 UFC.gss'1 (n=20); D:
olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'1 (n=20); E: olivo con el agregado
de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss" + P. palmivora al 3 % P/P (n=20); F: olivo con el
agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'1 + P. palmivora al 3 % P/P (n=20), a los 50
d.p.i.

5.3.2.1. Analisis cualitativo de sintomas a causa de P. palmivora

Las plantas del control olivo (tratamiento A) no presentaron sintomas de infestacion por
P. palmivora por lo que el porcentaje de incidencia de enfermedad fue nulo (0 %). En el
control hongo (tratamiento B) se observo el efecto deletéreo de P. palmivora a los 50 d.p.i
sobre el suelo rizosférico de olivo. Se observaron sintomas de grado 1 (25 % de la planta
afectada a nivel radical).

En el control bacteriano (tratamiento C y D) el 100 % de las plantas de olivo presento
buen estado de sanidad. En el tratamiento (D) se observaron sintomas severos de grado 1 en
el 33,3 % de las plantas evaluadas (5 de las 15 analizadas) y las plantas restantes (67,6 %) no
mostraron signos de de enfermedad posteriormente. Por lo expuesto podria evidenciarse que
si bien hubo un efecto inocuo de la bacteria sobre el cultivo, no se puso en evidencia un
efecto protector por parte de la misma, en los primeros 50 dias del ataque fungico. Si se
compara el porcentaje de dafio sintomatico (46,6 %) observado en el tratamiento B, con el
porcentaje de dafio (0 %) en tratamiento de biocontrol (D), es posible observar que una vez
que las plantas desarrollaron (7 de las 15 analizadas) lograron escapar a los dafios provocados
por el patdogeno en presencia de Bacillus KJ464036. Por lo antedicho podria proponerse el
efecto protector de la bacteria luego de 50 dias post-infestacion.

En el tratamiento F no se observaron sintomas y efectos deletéreos a causa de P.
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palmivora. Aqui se puso de manifiesto el efecto protector de Bacillus KJ464036 con la
concentracion 6ptima efectiva de 10° UFC.gss” para controlar al patogeno in vivo. Los
resultados del analisis de sintomatologia, se muestran en la Fig. 4.22.

La Tabla 5.7 muestra el crecimiento longitudinal aéreo.

Tabla 5.7. Biocontrol. Longitud aérea del olivo

Tratamientos Crecimiento aéreo (cm)  Crecimiento aéreo (%)
A 50,5+0,3 100
45,8+0,3 100
B 28,1 +0,1 55,6
25,7+0,2 33,2
C 44,4 +0,1 87,9
43,8 +0,2 95,6
D 474 +0,1 93,9
46,5+0,2 98,8
E 30,3+ 0,1 66,1
30,8 £ 0,2 89,1
F 38,8+£0,1 76,1
36,1 £0,2 78,8

Referencias: A: control olivo (n=20); B: control olivo en suelo infestado con P. %mlmivora al 3 % P/P
(n=20); C: olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 108 UFC.gss™ (n=20); D: olivo con
el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss” (n=20); E: olivo con el agregado de
bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss”' + P. palmivora al 3 % P/P (n=20); F: olivo con el
agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 1 0° UF C.gss” + P. palmivora al 3 % P/P (n=20), a los 50
d.p.i.

5.3.2.2. Analisis del crecimiento longitudinal aéreo

Al analizar en los tratamientos A, B, C, D, E y F, la variable longitud aérea medida en
centimetros, se encontrd que el control hongo presenta diferencia con los tratamientos A, C,
D, E y F es decir se observo, un elevado efecto deletéreo, (aproximadamente una reduccion
del 67 %), con respecto al control olivo. Se observd ademas que todos los tratamientos

presentaron diferencias con respecto al control olivo. B mostr6 una reduccion del 67 %, Cy
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D controles bacterianos presentaron un valor similar (100 %) al control olivo en el
crecimiento longitudinal aéreo, E una disminucion del 10 % y F un valor similar (100 %) al
control olivo analizando la misma variable.

Con los datos mencionados sobre el tratamiento C, podria demostrarse una vez mas la
inocuidad de Bacillus KJ464036 sobre el cultivo, ya que presentd crecimiento superior al
alcanzado en ausencia de la bacteria y pudiendo inferirse una posible actividad PGPR sobre
la planta. En cuanto al tratamiento con el hongo (B), se observd su alto grado de
patogenicidad, con respecto al tratamiento de biocontrol (D), si bien, en presencia de Bacillus
KJ464036 la disminucion del crecimiento fue menor, que en ausencia de la misma, no fue
suficiente para lograr el control de la plaga. Dicho de otra forma la actividad biocontroladora
de la bacteria sobre el hongo puede observarse solo en un 30 % de la fraccion aérea.

La Tabla 5.8 muestra el crecimiento longitudinal radical.

Tabla 5.8. Biocontrol. Longitud radical del olivo

Tratamientos Crecimiento radical (cm) Crecimiento radical (%)
A 31,2+£0,3 100
30,7+ 0,3 100
B 13,2+0,1 423
11,7+0,2 38,0
C 27,1+0,1 86,8
23,1+0,2 75,2
D 28,9 +0,1 92,6
27,7+0,2 90,0
E 22,3+0,1 71,5
21,8+0,2 70,9
F 32,8 +0,1 105,1
30,8 +0,2 100,3

Referencias: A: control olivo (n=20); B: control olivo en suelo infestado con P. palmivora al 3 % P/P
(n=20); C: olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 108 UFC.gss'1 (n=20); D: olivo con
el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss’1 (n=20); E: olivo con el agregado de
bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'l + P. palmivora al 3 % P/P (n=20); F: olivo con el
agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'l + P. palmivora al 3 % P/P (n=20), a los 50
d.p.i.
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5.3.2.3. Analisis del crecimiento longitudinal radical

Cuando se evaluo6 el crecimiento longitudinal del olivo en presencia de P. palmivora se
observo una reduccion del 57,6 % de la raiz principal con respecto al control olivo. Los
controles bacterianos nuevamente mostraron similitud con respecto al control olivo (88 %) lo
que estaria indicando nuevamente la posible actividad PGPR de la cepa bacteriana. En tanto
que el tratamiento de biocontrol E mostro una reduccion del 30 % en el crecimiento
longitudinal de la raiz principal comparado con el control olivo, en tanto F mostré un efecto
controlador con una similitud del 100 % con el control olivo en presencia del hongo y de
Bacillus KJ464036 10° UFC.gss". La Tabla 5.9. muestra los resultados de la biomasa fresca
aérea.

Tabla 5.9. Biocontrol. Biomasa fresca aérea del olivo

Tratamientos Peso fresco aéreo (g) Peso fresco aéreo (%)
A 11,502 + 0,281 100
9,187 £ 0,205 100
B 4,689 + 0,327 40,8
3,163 £ 0,201 34,4
C 9,912 +0,298 86,2
8,527+ 0,255 92,8
D 10,592 + 0,245 92,1
8,315+ 0,297 90,5
E 6,881 + 0,239 59,8
5,625 + 0,266 61,2
F 8,449 + 0,393 73,5
7,195+ 0,284 78,3

Referencias: A: control olivo (n=20); B: control olivo en suelo infestado con P. palmivora al 3 % P/P
(n=20); C: olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 108 UFC.gss'1 (n=20); D: olivo con
el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'l (n=20); E: olivo con el agregado de
bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC,gss'] + P. palmivora al 3 % P/P (n=20); F: olivo con el
agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss" + P. palmivora al 3 % P/P (n=20), a los 50
d.p.i.
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5.3.2.4. Analisis de la biomasa fresca aérea

Al analizar el crecimiento de la parte aérea del olivo medida en biomasa fresca se
encontrd que el control hongo presentd una notoria diferencia del 50 % con respecto a los
demas tratamientos. En tanto que los controles bacterianos mostraron valores similares al
observado en el control olivo. En cuanto al tratamiento de biocontrol E se observd una
disminucion del 30 % de biomasa fresca aérea y el tratamiento de biocontrol F mostrd un

valor similar al control olivo. Los resultados pueden verse en la Tabla 5.9.

La Tabla 5.10. muestra los resultados de la biomasa seca aérea.

Tabla 5.10. Biocontrol. Biomasa seca aérea del olivo

Tratamientos Peso seco aéreo Peso seco aéreo (%)
(®
A 3,504 +£ 0,231 100
3,251 £ 0,388 100
B 1,355+ 0,439 38,7
1,189 £+ 0,207 36,3
C 2,941 +£0,274 84,0
2,265+ 0,433 69,5
D 3,169 + 0,285 90,4
3,025+ 0,673 92,9
E 2,324 + 0,267 66,3
2,191 £ 0,849 67,3
F 2,518 £ 0,421 71,9
2,231+0,512 68,6

Referencias: A: control olivo (n=20); B: control olivo en suelo infestado con P. palmivora al 3 % P/P
(n=20); C: olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10 UFC.gss™ (n=20); D: olivo con
el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'1 (n=20); E: olivo con el agregado de
bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'1 + P. palmivora al 3 % P/P (n=20); F: olivo con el
agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'l + P. palmivora al 3 % P/P (n=20), a los 50
d.p.i.
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5.3.2.5. Analisis de biomasa seca aérea

Se observo que la biomasa seca aérea guarda correlacion con los datos obtenidos en la
biomasa fresca mostrando una pérdida de agua de alrededor del 85 %. Lo que puede
explicarse si se considera que se trata de plantas jovenes las cuales presentan un alto
contenido acuoso

La Tabla 5.11. muestra los resultados de la biomasa fresca radical.

Tabla 5.11. Biocontrol. Biomasa fresca radical del olivo

Tratamientos Peso fresco radical (g) Peso fresco radical (%)
A 9,315+ 0,207 100
9,309 + 0,632 100
B 3,176 £ 0,244 39,1
3,124 £ 0,525 33,5
C 9,491 + 0,288 101,9
8,589 + 0,327 92,3
D 10,350 + 0,309 101,1
9,187 £ 0,451 98,6
E 4,784 + 0,342 48,6
3,522 +0,527 37,8
F 8,943 + 0,296 99,0
7,905+ 0,771 84,9

Referencias: A: control olivo (n=20); B: control olivo en suelo infestado con P. %mlmivora al 3 % P/P
(n=20); C: olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 108 UFC.gss™ (n=20); D: olivo con
el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss” (n=20); E: olivo con el agregado de
bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss"' + P. palmivora al 3 % P/P (n=20); F: olivo con el
agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss" + P. palmivora al 3 % P/P (n=20), a los 50
d.p.i.
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5.3.2.6. Analisis de la biomasa fresca radical

Fue posible cuantificar la actividad altamente deletérea de P. palmivora sobre todo el
sistema radical. Nuevamente se muestra un crecimiento superior al control olivo en el sistema
radical crecido en presencia de Bacillus KJ464036. Los resultados se muestran en la Tabla
5.11.

La Tabla 5.12 muestra la biomasa seca radical del olivo.

Tabla 5.12. Biocontrol. Biomasa seca radical del olivo

Tratamientos Peso seco radical (g) Peso seco radical (%)
A 2,318 £0,239 100
2,292 + 0,552 100
B 0,974 + 0,267 42,0
0,909 + 0,744 39,6
C 2,985+0,416 128,8
2,858 +0,389 124,5
D 2,303 + 0,752 99,3
2,311 +0,871 99,6
E 1,277 + 0,832 55,1
1,095 £ 0,195 47,7
F 2,382+ 0,341 102,8
2,230+ 0,679 97,2

Referencias: A: control olivo (n=20); B: control olivo en suelo infestado con P. %mlmivom al 3 % P/P
(n=20); C: olivo con el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10 UFC.gss™ (n=20); D: olivo con
el agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'] (n=20); E: olivo con el agregado de
bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss” + P. palmivora al 3 % P/P (n=20); F: olivo con el
agregado de bioformulado Bacillus KJ464036 10° UFC.gss" + P. palmivora al 3 % P/P (n=20), a los 50
d.p.i.

5.3.2.7. Analisis de la biomasa seca radical

Al analizar el crecimiento de la parte radical del olivo medida en biomasa seca, se

encontrd que el control hongo presentd una notoria diferencia con respecto a los demas
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tratamientos. En tanto que, el control bacteriano mostré6 un crecimiento superior que el
observado en el control olivo. En cuanto al tratamiento de biocontrol, se observd una

disminucion del 80 % de biomasa fresca aérea. Los resultados pueden verse en la Tabla 5.12.

5.3.3. Evaluacion de la presencia del patogeno sobre las comunidades bacterianas del
suelo natural

5.3.3.1. Analisis estadisticos

Sobre suelo natural proveniente del sitio LR y en condiciones semicontroladas en
invernaculo con un disefio factorial de 6x3 en bloques completamente aleatorizados con tres
unidades experimentales y seis tratamientos. Los tratamientos fueron:
Control olivo: olivo desarrollado en suelo sin infestar, (n=15), (A)
Control hongo: olivo desarrollado en suelo infestado con P. palmivora al 3 % P/P (de sustrato
fingico), (n=15), (B)
Control bacteriano con Bacillus KJ464036 10° UFC.gss™: olivo con el agregado de
bioformulado en su formulacién original (10° UFC.gss™), desarrollado en suelo sin infestar,
(n=15), (C)
Control bacteriano con Bacillus KJ464036 10° UFC.gss'lz olivo con el agregado de
bioformulado en su formulacion original (10° UFC.gss™), desarrollado en suelo sin infestar,
(n=15), (D)
Tratamiento de biocontrol con Bacillus KJ464036 10 ® UFC.gss: olivo con el agregado de
bioformulado en su formulacion original (10 ® UFC.gss™), desarrollado en suelo infestado
con P. palmivora al 3 % P/P (de sustrato fungico),(n=15), (E)
Tratamiento de biocontrol con Bacillus KJ464036 10 ° UFC.gss™": olivo con el agregado de
bioformulado en su formulacion original ( 10 * UFC.gss™), desarrollado en suelo infestado

con P. palmivora al 3 % P/P (de sustrato fungico),(n=15), (F)

Para el analisis estadistico se utilizo componentes principales y el algoritmo de cluster
exclusivo k-means con clusters de tamafios 2, 4 y 6. Luego de aplicar el algoritmo contenido
en la funcion CLARA del programa R se realiz6 la validacion del mismo utilizando la técnica
de validacion interna Silhouette segun Agrawal et al., (1998). A los 50 d.p.i se realizd un
analisis de perfiles de comunidades bacterianas del suelo utilizando la dilucién de suelo de

10", Los resultados se analizaron por componentes principales.
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Microplacas conteniendo diluciones de suelo

Figura 5.8. Esquema de siembra de las diluciones seriadas de suelo en las microplacas
En la Fig. 5.8 se muestran la microplacas conteniendo suelo proveniente del ensayo de

biocontrol. Se utiliza la técnica del analisis del perfil funcional de las comunidades

bacterianas del suelo medidas a 24 h de incubacién a 28 °C.

Microplacas conteniendo suelo del ensayo de biocontrol

Figura 5.8. Microplacas conteniendo suelo incubado durante 24 ha 28 ° C
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Los resultados observados en el estudio de perfiles de utilizacion de diferentes fuentes
carbonadas para los tratamientos sobre el suelo natural en presencia y en ausencia de P.
palmivora se muestran en la Figura 5.9. En orden de determinar la diferenciacion del
promedio de absorbancia del color desarrollado (AWCD) entre los distintos tratamientos en
el suelo con respecto al metabolismo de las fuentes carbonadas cada uno de los tratamientos

fue sometido al andlisis de la componente principal.

ACP de AWCD en presencia y en ausencia de P. palmivora
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Figura 5.9. Referencias: A: control olivo (n=15); B: control olivo en suelo infestado con P. palmivora al 3
% P/P (n=15); C: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 10 UFC.g"' (n=15); D: olivo en suelo con
Bacillus KJ464036 10° UFC.g" (n=15); E: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 108 UFC.g' + P.
palmivora al 3 % P/P (n=15); F: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 10° UFC.g”" + P. palmivora al 3 %
P/P (n=15), a los 50 d.p.i.

El ensayo de CLPPs se realizo por triplicado. Los tratamientos B, E y F incluian al
patdgeno. En la Fig. 5.10. puede observarse un comportamiento diferencial en dos clusters de
agrupamientos que explicaron la maxima variabilidad del sistema en un 79,5 %.

Los tratamientos A, C y D mostraron un perfil de fuentes carbonadas inicas como

Tween (Twe), Maltosa (Mal), Rafinosa (Raf), Sacarosa (Sac) y Arabinosa (Ara). La
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utilizacion de dichas fuentes carbonadas mostré correlacion positiva con la ausencia del
patogeno en el suelo natural. Los tratamientos B, E y F mostraron un comportamiento
metabolico de las comunidades bacterianas del suelo en presencia del patégeno ya que los
tratamientos B, E y F se agruparon en un cluster diferencial utilizando las fuentes carbonadas
Unicas Manosa (Man), Fructosa (Fru), Ramnosa (Ram), Lactosa (Lac), Celulosa (Cel),
Glucosa (Glu), Acético (Ace), Xilosa (Xil), Lactico (Lct), Citrato (Cit), Succinico (Suc),
Aspartato (Asp), Histidina (Hys), Prolina (Pro), Fenol (Fen), Galactosa (Gal), Glicerol (Gli) y
Tirosina (Tir). Estas fuentes mostraron correlacion con los tratamientos que incluian al
patogeno.

Este ensayo podria explicar el comportamiento metabdlico diferencial de las
comunidades bacterianas del suelo en presencia del patogeno. Por lo que utilizando una
metodologia dependiente de cultivo analizando el perfil de la utilizacion de fuentes
carbonadas unicas a nivel de comunidades bacterianas del suelo fue posible cumplir con el
objetivo de comprobar un cambio en las comunidades ante la presencia del patogeno.

Por tanto se registraron cambios en la diversidad metabdlica de las comunidades
bacterianas del suelo en presencia del patégeno. Esto estaria indicando que la presencia del
patogeno altera al patosistema a nivel metabolico. Se corrobora entonces la hipotesis que

establece la presencia del patdogeno modifica las comunidades bacterianas del suelo

Cluster de AWCD en presencia y en ausencia de P. palmivora
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These two components explain 79 54 % of the point varakbility
Figura 5.10. Referencias: A: control olivo (n=15); B: control olivo en suelo infestado con P. palmivora al
3 % P/P (n=15); C: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 108 UFC.g‘1 (n=15); D: olivo en suelo con
Bacillus KJ464036 10° UFC.g" (n=15); E: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 10° UFC.g" + P.
palmivora al 3 % P/P (n=15); F: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 10° UFC.g"' + P. palmivora al 3 %
P/P (n=15), alos 50 d.p.i.
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En este analisis de agrupamiento en funcion de la presencia y ausencia de P. palmivora
se utilizo la funcion CLARA de R con K=2 y muestras 50. Las primeras dos componentes
lograron diferenciar el suelo en ausencia y en presencia del patégeno en un 79,59%. El

analisis de clusters fue validado mediante Silohuette (Fig. 5.11.).

Validacion del analisis de cluster con Silhouette

Silhouette plot of pam(x =X, k = 2)
n=30 2 clusters C;
jomlavecy s

1: 151074

2: 151085

Silhouette width s;

Average silhouette width - 0.79

Figura 5.11. Referencias: A: control olivo (n=15); B: control olivo en suelo infestado con P. palmivora al
3 % P/P (n=15); C: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 10° UFC.g'1 (n=15); D: olivo en suelo con
Bacillus KJ464036 10° UFC.g" (n=15); E: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 10° UFC.g" + P.
palmivora al 3 % P/P (n=15); F: olivo en suelo con Bacillus KJ464036 10° UFC.g'1 + P. palmivora al 3 %
P/P (n=15), alos 50 d.p.i.

5.4. Discusion

En primer lugar, cabe mencionarse la estrecha vinculacién entre la agricultura
sustentable y el uso de biopesticidas. La agricultura sustentable incluye sistemas agricolas
integrados y organicos que buscan reducir el uso de fertilizantes quimicos, pesticidas
sintéticos, aditivos y reguladores del crecimiento para mejorar la salud y calidad del suelo. En
este sentido y con el fin de lograr la eficiencia de los sistemas productivos, resulta necesario
utilizar técnicas que permitan proveer niveles adecuados de nutrientes para suplir los
requerimientos de los cultivos, y controlar o suprimir, efectivamente, plagas y malezas con
métodos no contaminantes.

Por otra parte, es sabido que los abonos organicos aportan nutrientes para el
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crecimiento de las plantas, estimulan la actividad biologica en el suelo, suprimen
enfermedades, estimulan los ciclos de los nutrientes, mejoran las condiciones fisicas del suelo
y permiten reciclar residuos de cosecha y estiércol. Sin embargo, la supresividad en una
enmienda organica o en un compost es materia de discusion. Algunos estudios realizados por
Tilston et al., (2002) y Scheuerell et al., (2005) comunicaron un incremento en la incidencia
y severidad después de producida la enmienda orgdnica. En cambio, Termorshuizen et al.,
(2007) observaron la supresion de enfermedad en un 54 % de los casos de estudio,
supresividad no significativa en un 42,7 % y aumento de enfermedad en tan sélo un 3,3 %.

Otros autores como Szczech y Smolinska (2001) y Borrero et al., (2004) observaron las
bondades del compost como importante caracteristica para influir sobre la microbiota del
suelo por la supresion de numerosos fitopatogenos, en particular, especies pertenecientes a
los géneros Pythium, Phytophthora, Fusarium spp.

En una amplia investigacion sobre 1964 estudios experimentales, Bonanomi et al.,
(2010) hallaron que las enmiendas orgénicas fueron supresivas de enfermedades en un 45 %
de los casos, no significativas en un 35 %, pero conducivas en un 20 %, es decir observaron
un aumento de la incidencia de la enfermedad. Por lo expuesto sobre la naturaleza de la
aplicacion practica del compost para la supresividad de enfermedades en sistemas agricolas
reales se ocultan resultados inconsistentes. El punto critico reside en que el compost puede
ser producido a partir de una amplia variedad de residuos de plantas y animales y ésto
conduce a la variacion en las propiedades quimicas y microbioldgicas en el producto final y
luego en su capacidad supresiva de enfermedades. Por tanto las complejas relaciones entre
los factores dificulta la prediccion de eficacia en la supresividad del compost.

Sin embargo, se realizaron esfuerzos sustanciales durante las ultimas décadas en
bisqueda de mecanismos supresivos para lograr la supresion de enfermedades segn Janvier
et al., (2007), y la identificacion de indicadores de supresividad en enmiendas organicas tal

como observaron Bonanomi et a/, (2010) y en suelos agricolas segiin Rossi et al., (2015).

En un sentido mas especifico y en condiciones mas controladas se plantea el desarrollo
y el uso de un biopesticida. Un biopesticida se define como un agente de control biologico
aplicado de manera inundativa para controlar una plaga determinada de acuerdo con la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA). Dicha Agencia indica que el
ingrediente activo de un biopesticida puede ser una sustancia natural de origen animal,
vegetal, un organismo vivo, un virus o algiin mineral.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
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consider6 la importancia del empleo de agentes de biocontrol a través de un documento
emitido en 2007 en el que expresa: la agricultura dependera mucho del control biologico
como componente mayor del manejo integrado de plagas. Los avances en técnicas
moleculares y en el conocimiento cientifico en general seran la base del desarrollo de esta
tecnologia alternativa. Las presentaciones realizadas muestran que en América Latina
diferentes patogenos sirvieron como modelo para la aplicacion de técnicas de biocontrol.

Por otro lado, la gama de cultivos a proteger es muy amplia: cultivos extensivos tales
como leguminosas forrajeras de clima templado y gramineas como trigo y cebada, cultivos
horticolas, frutales y forestales. En este sentido se propuso una gran diversidad de agentes de
biocontrol los cuales constituyen un recurso genético invalorable: bacterias rizosféricas,
hongos entomopatdogenos y levaduras, aislados de nuestros ecosistemas, que estarian
asegurando un control efectivo y no agresivo para el ambiente. Para su aplicacion comercial
se requiere desarrollar estrategias de produccion masiva de los microorganismos, normas de
calidad para los bioplaguicidas, y marcos legales para registrar y regular el uso de
organismos nativos segun publicé FAO, (2007).

En efecto la demanda impuesta por la sustentabilidad estda conduciendo al uso de
estrategias que mantengan una proteccion del medioambiente. En este contexto el uso de
indculos microbianos cobra interés en todo el mundo. Los microorganismos mas usados son
Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma, Streptomyces. El control bioldgico se
transforma entonces en el mejor método para optimizar las actividades de las especies
beneficiosas y conseguir la reduccion de las actividades dafiinas de ciertas plagas y
enfermedades.

En el presente Capitulo se comprobd la hipotesis que establece es posible elaborar un
formulado con capacidad biopesticida con cierto grado de eficiencia. Se comprobd que la
dosis maxima del bioformulado experimental elaborado con la concentracién 1.10° UFC.gss™
de Bacillus KJ464036 fue eficiente contra P. palmivora. Dado que el término eficiente se
refiere a controlar la capacidad del patdogeno con la menor cantidad posible de bacterias
utilizando el menor recurso posible se midio la eficiencia en dos niveles de dosis de producto.
La eficiencia optima del bioformulado se encontro que se logra con la concentracion de 10°
UFC.gss™ de Bacillus KJ464036 en estudios preliminares.

La contribucion al desarrollo de un modelo de control de P. palmivora en olivo en
Argentina asi como la obtencion de un producto comercial de impacto agrondomico,
econdémico, politico y ambiental son objetivos claramente enmarcados en el desarrollo

tecnologico y en la innovacion. Focalizando en estos objetivos se enfatizd en la
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implementacion de herramientas de microbiologia clasica y molecular como asi también
informaticas de Ultima generacion como la mineria de datos. La técnica de aplicacion del
producto bioldgico para el control de la plaga vegetal esta fundamentada en la investigacion
seguida de transferencia cientifica y tecnolégica.

La mayoria de los casos que intentaron dar respuesta en los sistemas de produccion a
nivel comercial fallaron en lograr la transferencia tecnoldgica de nuevas fuentes de control de
enfermedad. Asi como en la baja supervivencia y actividad de algunos microorganismos en
un sistema biologico extraiio y en la competencia con el gran numero de microorganismos
adaptados al mismo suelo. La supresividad de enfermedad en un suelo determinado requiere
la interaccion entre multiples factores bidticos y abidticos y la funcion de un agente
especifico en sitios externos al sistema especifico, podria ser disminuida en su efecto.

La supresividad del suelo a fitopatdgenos es un concepto holistico y se basa en la teoria
general de sistemas y de la complejidad. La complejidad es precursora de la estabilidad y en
ecologia del suelo, la propiedad de organizacion de los sistemas complejos podria
relacionarse con la supresividad propia de ese suelo. Con el enfoque holistico existen
mayores posibilidades de manejar la supresividad mediante cambios profundos en la
estructura del sistema y asi mejorar el control biologico.

Bajo la perspectiva de sistemas cuando se pretenden inducir cambios profundos en el
comportamiento de un sistema se deben realizar cambios profundos en su estructura. Dada la
naturaleza compleja de las interacciones microbianas que tienen lugar en el suelo y que
impiden que los patogenos de raiz sean exitosos en los suelos supresivos, bajo el enfoque
holistico la investigacion y el manejo de sistemas agricolas debe reconocer que si existe un
suelo supresor a ciertos fitopatdgenos, hay que conservar su estructura y que si se desea
inducir supresividad a un suelo donde las enfermedades causan devastacion, debe hacer
cambios profundos en su estructura.

Recientemente se evaluaron mas aproximaciones para conseguir el manejo de la
enfermedad bioldégicamente mediada proveniente del suelo. Mas alla de inoculantes de suelos
o materiales propagantes de cultivos con formulaciones producidas en masa de agentes
bioldgicos no nativos, una estrategia emergente emplea practicas para manejar la biologia del
suelo residente del sistema con el objetivo de inducir la supresividad.

Tal como se menciond en este trabajo el conocimiento acerca de la estructura y funcion
de la composicion bacteriana que rodea a la raiz de olivo es relevante por la competencia por
los nutrientes, la colonizacion de una bacteria exdgena entre las comunidades autoctonas de

la rizosfera de olivo, la capacidad para lograr establecerse y duplicar su poblacién en poco
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tiempo. En el presente trabajo al probar la hipotesis que establece la presencia del patogeno
afecta la composicion bacteriana de la rizosfera se encontr6 que existen evidencias
estadisticamente significativas (p<0,05) para decir que la presencia del patdgeno afecta la
composicion bacteriana del suelo con las técnicas funcionales utilizadas dependientes de
cultivo. Mayores esfuerzos de profundizacion del estudio deberan realizarse continuando con
la investigacion.

En el ensayo de patogenicidad se observd que Phytophthora palmivora afectod el
crecimiento del olivo en un 85 %. Se encontr6 un efecto deletéreo sobre las plantas
observado a través de un elevado porcentaje de plantas sintomaticas a los 50 d.p.i, presencia
de amarillez y desecacion en hojas y raiz. En presencia de Phytophthora palmivora, el
biopesticida experimental conteniendo 10° UFC.gss™ ejercio control sobre el hongo reflejado
en ausencia de sintomas y en un mejor crecimiento vegetal.

La accion benéfica de Bacillus KJ464036 estaria influida por el patogeno Phytophthora
palmivora. Continuando con la evaluaciéon de variables microbiologicas se llevd a cabo el
analisis de los diferentes perfiles fisiologicos de la comunidad microbiana del suelo (CLPPs).
Este analisis estd basado en la capacidad de los microorganismos para oxidar diferentes
sustratos carbonados puesto que este método es muy utilizado para diferenciar las
comunidades microbianas presentes en diferentes habitats segiin Garland, J. L. (1997).

Dentro del analisis multivariado aplicado a CLPPs el andlisis de la componente
principal explicé claramente una diferenciacion en dos clusters diferentes para el suelo con
presencia del patdgeno y ausencia del patdgeno. Por tanto el presente trabajo concuerda con
lo observado por Garland, J. L. (1997), Stenberg, B. (1999) y Garcia et al., (2012) quienes
observaron que CLLPs es una herramienta sensible para detectar cambios en la perturbacion
del suelo. Este constituye un aporte particularmente interesante de este trabajo ya que CLPPs

demostro ser indicador de cambio vinculado con la presencia del patdgeno.

Por lo expuesto podria decirse que el item de evaluar los perfiles funcionales al nivel de
comunidades microbianas enmarcado en el objetivo de evaluar las variables microbiologicas
como indicadoras de cambio ante la presencia del patdgeno en el suelo fue completado en su
totalidad y ademas mostré ser una variable que podria comportarse como indicadora de
cambio por la presencia del patdgeno entre todas las variables analizadas.

Como proceso de manejo podria esperarse algun conocimiento de las poblaciones
bacterianas funcionales que son contribuyentes a la supresividad observada. Por lo que

utilizando una metodologia dependiente de cultivo en el analisis del perfil de la utilizacion de
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fuentes carbonadas unicas a nivel de comunidades bacterianas del suelo fue posible cumplir
con el objetivo de comprobar un cambio en las comunidades ante la presencia del patdogeno.
Por tanto se registraron modificaciones en la diversidad metabdlica de las comunidades
bacterianas del suelo en presencia del patdgeno. Esto estaria indicando que la presencia del
patogeno altera al patosistema a nivel metabolico. Se corrobora entonces la hipotesis que

establece la presencia del patogeno modifica las comunidades bacterianas del suelo.

5.5. Conclusion

Se obtuvieron un total de 452 cepas bacterianas de las cuales se seleccionaron aquellas
formadoras de endosporas. Posteriormente se evalud un total de 63 aislamientos bacterianos
procedentes del suelo rizosférico de olivo. Se evaluo la capacidad biopesticida in vitro de las
bacterias frente a los principales patégenos radiculares del olivo en la region como son
Verticillium dahliae, Fusarium solani y Phytophthora palmivora. Una vez comprobado el
efecto antagonista se realizo la caracterizacion molecular de la bacteria para su identificacion
segun Rossi ef al., (2006b) y Rossi, M.S. (2011).

Posteriormente se realizo el aislamiento de P. palmivora de la raiz de olivo. Luego se
continud con la evaluacion de antagonicidad in vivo, en el patosistema olivo-Bacillus subtilis
KJ464036 -Phytophthora palmivora. Se observo que el biocontrol logré reducir la intensidad
o las actividades productoras de enfermedades de un patégeno o parasito, mediante la
manipulacion del ambiente, del hospedero o de los antagonistas del patdogeno o plaga que se
quiso controlar, por ésto es posible decir que el presente trabajo propondria una alternativa de
biocontrol para olivo.

En este ultimo caso el biocontrol consiste en la utilizacién de un microorganismo
natural, es decir no modificado genéticamente, para reducir los efectos de organismos
indeseables, favoreciendo al mismo tiempo el desarrollo de los microorganismos

beneficiosos para las plantas.
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CAPITULO 6

“Olivo y aceituno, todo es uno”
Proverbio popular andaluz
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CAPITULO 6

6. Discusion General

Tal como se menciond en la importancia del problema de estudio, esta tesis aborda una
problematica sanitaria vegetal perteneciente a una microeconomia regional competente en
Argentina. A pesar de encontrarse la olivicultura en plena expansion productiva existen pocos
estudios especificos sobre la sanidad del olivo en Argentina. Por otra parte y en relaciéon con
el planteo del problema, los resultados hallados permiten contribuir a la generacion de
conocimiento en materia de alternativas de control de plagas dentro de un manejo
agrosustentable y desde un enfoque de investigacion holistico.

La importancia de este trabajo reside entonces en contribuir al desarrollo de un modelo
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de control de Phytophthora palmivora en olivo, explorando la posibilidad de obtener un
producto comercial de impacto agrondémico, econdomico, politico y ambiental. Para lograrlo
se enfatizo en la implementacion de herramientas de microbiologia clasica y molecular como
asi también informaticas de ultima generacion. Por otra parte, la optimizacion de la dosis de
aplicacion del producto bioldgico para el control de la plaga vegetal se fundamenta en la
investigacion seguida de transferencia cientifica y tecnologica. Asimismo esta tesis
contribuye a la generacion de conocimiento en la ecologia de la interaccion microorganismo-
planta.

En este Capitulo que presenta la Discusion General de esta Tesis, se analizan y se
discuten los resultados obtenidos en cada Capitulo con el objeto de contrastar las hipotesis de

estudio y de evaluar el cumplimiento de los objetivos planteados.

6.1. Primera Hipdtesis General: Relaciones entre la
sanidad del olivo y las caracteristicas del suelo

Previamente se habia expuesto que las relaciones existentes 'sobre y bajo la superficie
del suelo' podian estudiarse desde un enfoque de investigacion holistico. Y asi, la primera
hipotesis de trabajo relacionaba la sanidad del olivo con las caracteristicas fisicoquimicas,
bioldgicas y bioquimicas del suelo. Entonces como resultado de la literatura tratada se

propuso la siguiente hipotesis:

Hl: El estado de salud del olivo podria estar relacionado con las caracteristicas

fisicoquimicas, biologicas y bioquimicas del suelo rizosférico del olivo.

Al corroborar esta hipdtesis se hallaron resultados relevantes tales como, que las
caracteristicas bioquimicas del suelo rizosférico del olivo, en particular la actividades de las
enzimas deshidrogenasas y catalasas mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en presencia del patdogeno independientemente del tipo de suelo. Por su parte, las
caracteristicas fisicoquimicas y biologicas del suelo no mostraron sensibilidad ante el estado
de salud del olivo para todas las profundidades estudiadas. Las caracteristicas biologicas
mostraron sensibilidad frente al manejo presentando diferencias significativas en suelos sin

cultivar.
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6.2. Segunda Hipotesis General: Relaciones entre la
actividad antagonista y la eficiencia de una alternativa
de control

El planteo de esta hipdtesis surgid acorde con los trabajos publicados por Emmert y
Handelsman (1999), Quan et al., (2006), Ros-Araluce et al., (2008), Basurto-Cadena ef al.,
(2010) y Feng-Xia et al., (2012) que demostraron no solo la elevada frecuencia en el suelo de
bacterias pertenecientes al género Bacillus spp. sino también, la capacidad de esporulacion
confiriéndole resistencia natural a condiciones adversas, la facilidad de cultivo y
conservacion in vitro y la capacidad de promocién de crecimiento vegetal en algunas cepas.

Entonces se planted la Segunda Hipotesis General:

H2: El nivel de actividad antagonista de algunas bacterias frente a patogenos vegetales

puede utilizarse como alternativa de control de enfermedad con cierto grado de eficiencia.
Esta hipotesis de trabajo habia generado las siguientes hipotesis especificas:

La primera hipotesis especificas de trabajo proponia que existen bacterias formadoras de

esporas que inhiben el desarrollo de P. palmivora.

La segunda hipdtesis especifica de trabajo proponia que el nivel de actividad antagonista se

relaciona con la produccion enzimatica bacteriana

La tercera hipotesis especifica de trabajo proponia que el nivel de actividad antagonista se

relaciona con la produccion de sideroforos bacterianos.

La cuarta hipotesis especifica de trabajo proponia que es posible elaborar un bioformulado

con capacidad pesticida con cierto grado de eficiencia.

La quinta hipotesis especifica de trabajo proponia que la presencia del patogeno afecta las

comunidades bacterianas de la rizosfera de olivo.
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Una de las caracteristicas sociales de las ultimas décadas del siglo XX a esta parte ha
sido la toma de conciencia del agotamiento de los recursos naturales debido a su explotacion
desmesurada. En el ambito de la produccion agricola y frutihorticola las demandas cada vez
mas exigentes del mercado mundial llevaron a un uso exhaustivo del suelo y a la utilizacion
de productos quimicos de rapida accion altamente contaminantes del ambiente. En tanto las
regiones frutihorticolas del NOA y Cuyo en Argentina no escapan a dicha problematica.

Por otra parte, el ataque de fitopatogenos sobre diferentes cultivares de olivo de alto
consumo interno y externo se observo en aumento en las tltimas décadas. Este cultivo se ve
afectado principalmente en estas regiones por especies fungicas como Phytophthora spp.,
Verticillium spp., Pythium spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Sclerotium spp., Sclerotinia
spp. y Rizoctonia spp. segun Lucero et al, (2007) y Oriolani y Pérez, (2008). Asi,
importantes pérdidas econodmicas se registraron sobre productos de exportacion derivados del
olivo por lo que urge encontrar soluciones sanitarias agrosustentables.

En este sentido y , en el marco del paradigma de investigacion positivista y desde un
enfoque holistico, se realizo el estudio sobre dos suelos de olivares en Argentina (LR y BA).
Para ello se tuvieron en cuenta las bases de esta posicion metodologica y epistemoldgica en
referencia a como los sistemas y sus propiedades, deben ser analizados en su conjunto y no
solo a través de las partes que lo componen tal como publico Jaulin, A. (1999). En este caso
de estudio, aun analizadas las partes separadamente, se estudio el sistema como un todo
integrado y global determinando la contribucion individual de las partes a los procesos
biologicos del ecosistema suelo.

Como consecuencia de dicho enfoque, las partes estudiadas fueron el monitoreo
sanitario de los olivos, los aspectos bioquimicos y microbiologicos del suelo rizosférico de
los olivos y los aspectos fisicoquimicos de dichos suelos. Acorde con ésto resultaria muy
importante predecir con anticipacion suficiente el posible desarrollo de una enfermedad del
olivo sobre la base del analisis multivariado utilizando indicadores ambientales que
incluyeran diferentes areas de investigacion frente al mismo objeto de estudio tal como
observaron Freitez et al., (2009) y Bombelli, E.C. (2011).

Asi como publicaron Bardgett y Wardle (2010) los resultados de la interaccion entre los
procesos que vinculan la superficie y la profundidad del suelo determinan la gobernabilidad
de los procesos microbioldgicos del ecosistema. En este sentido y considerando la superficie
del suelo como una de las partes de estudio, se llevd a cabo el monitoreo sanitario de los

olivares durante los afios 2006, 2010 y 2015 seglin Pérez et al., (2004).
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En el Capitulo 2 de esta Tesis se presentaron los resultados del monitoreo del panorama
sanitario de los olivares respondiendo a otra de las partes del sistema de estudio. En LR se
observd muerte de plantas y ramas secas, principalmente, la muerte parcial de ramas,
brindillas y hojas. En general se encontr6 elevada incidencia de patologia causada por P,
palmivora durante el afio 2006, con escasa afectacion a nivel de la planta, es decir, grados de
afectacion entre 1 y 2, representando menos del 25 % de partes afectadas en cada ejemplar de
olivo y un 10 % del olivar. En tanto, en el afio 2010, la incidencia de la enfermedad fue
mayor en LR, reportdndose afectacion de grado 2 y 3 y un 30 % del olivar. En la ultima
observacion realizada en Junio 2015, el grado de afectacion fue superior a 4, ésto referia a
mas de un 75 % de afectacion de la planta y a un 50 % del olivar.

En referencia al monitoreo de rama seca se estimo baja incidencia y gravedad en los
arboles que recibieron limpieza y poda previamente. Las elevadas temperaturas, restricciones
sobre el riego por goteo y otras condiciones ambientales condujeron a pensar que esta
patologia podria estar asociada con una combinacion de estrés de la planta afiadido a la
accion de diversos patogenos. Por otro lado se observd presencia de dafio a causa de
Verticillium spp. y Fusarium spp. en algunos arboles.

En tanto, en BA la superficie del suelo presentaba cobertura de residuos vegetales secos
y el suelo habia recibido un tratamiento con enmienda orgéanica. So6lo en el afio 2006 se
observo la presencia del patogeno Phyllosticta panizzei ocasionando lesiones necroticas en el
apice de la lamina foliar. Asimismo en el sitio BA, se observé menor incidencia de
enfermedad que en LR y en general las plantas se encontraban en estado de recuperacion

durante el ano 2006. En los afios siguientes la incidencia de patdgenos tendio a desaparecer.

Otra de las partes de estudio fueron los aspectos fisicoquimicos de los suelos los cuales
se analizaron desde tres pools o compartimentos de los principales nutrientes del suelo. En lo
referente al carbono, se evalué el carbono total, el carbono proveniente de biomasa
microbiana, el carbono organico, el cociente metabdlico, el cociente bioldgico y la actividad
de la enzima B-glucosidasa vinculada con el ciclo del carbono. En cuanto al ciclo
biogeoquimico del nitrogeno, se evalud el nitrogeno total, el nitrogeno proveniente de
nitratos y la actividad ureasa.

En cuanto al ciclo del fosforo se evalud el contenido de fosforo y las actividades
enzimaticas fosfomonoesterasas y fosfodiesterasas. Y por otra parte, se evaluo la actividad
microbiana que interacciona con estos pools de nutrientes mediante la determinacion de las

actividades enzimaticas catalasas y deshidrogenasas. En este sentido, el monitoreo del

163



panorama sanitario de los olivares y la caracterizacion fisicoquimica, bioldgica y bioquimica
de los suelos de olivares se presentaron en en el Capitulo 2.

Como resultado se observo que el sitio LR presentaba caracteristicas de un suelo
alcalino con un pH de 9, salino conteniendo 0,8 dS.m™, calcareo aportando el calcio un 89 %
de proporcion a las bases en saturacion. Su textura arenosa propia de un suelo poco
desarrollado permite facilmente la exploracion de las raices. En tanto el sitio BA, presentaba
caracteristicas de un suelo acido con un pH de 5, con baja salinidad y alto contenido de
materia organica.

Ademas se observo que los datos de pH resultaron significativamente superiores
(p<0,05) en LR con respecto a BA. En tanto los datos de Calcio y Boro no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambos sitios. En cambio los datos
observados en las variables humedad, materia organica, capacidad de intercambio cationico,
Nitrégeno total, Nitrogeno proveniente de Nitratos, relacion Carbono y Nitrogeno, Fosforo,
Potasio, Magnesio, Sodio, Cinc, Manganeso, Cobre y Hierro presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) siendo superiores en BA con respecto a LR.

Doran y Parkin (1994) incluyeron a la materia organica como el componente mas
importante a seleccionar entre un grupo de datos minimos y necesarios para definir la calidad
del suelo. En particular, la materia organica del suelo se considera un indicador quimico
significativo de calidad, segiin Larson y Pierce (1991), razon por la cual dicha variable fue
evaluada.

Considerando los aspectos bioquimicos y microbiologicos como otra de las partes de
estudio se llevaron a cabo las evaluaciones pertinentes a diferentes profundidades del suelo
segin Paz-Ferreiro et al., 2007, Rossi, M.S. (2008) y Paz-Ferreiro y Fu (2014). Desde otro
punto de estudio, las caracteristicas bioquimicas y bioldgicas del suelo fueron utilizadas
como indicadores de calidad del suelo siendo sensibles a cambios tanto de condiciones de
manejo del suelo, segun Paz-Ferreiro y Fu, (in press) como al uso del suelo, segin Paz-
Ferreiro et al., (2007). Es sabido que en los ultimos afos se realizaron numerosos trabajos
para entender como los microorganismos interactian en entre si y como gobiernan la
funcionalidad del ecosistema suelo. En particular, el estudio de las relaciones 'sobre y bajo la
superficie del suelo' estudiadas por Bardgett y Wardle (2010) es un campo de investigacion
que avanza rapidamente.

Sin embargo, para nuestro conocimiento tal como menciona Janvier et al., (2007)
existen pocos trabajos que relacionen la calidad del suelo y la supresion de enfermedades y

muy pocos estudios se focalizan en el uso de las caracteristicas biologicas del suelo en
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particular de las enzimas en relacion con la supresividad natural edafica. Avanzando en el
estudio, la caracterizacion biologica de los suelos se realizo segiin Alef y Nannipieri (1995),
Abril et al., (2005), Piquin et al., (2006) y Rossi et al., (2008). Entre las variables biologicas
globales estudiadas se encuentra la respiracion basal del suelo en los diferentes suelos en LR
y como en BA y en diferentes estados de sanidad del olivo es decir en presencia y en ausencia
sintomas del patogeno en raiz.

La actividad respiratoria fue medida por la produccion de CO, teniendo en cuenta que
es un indicador global de la actividad de los organismos aerobios del suelo debido a que la
degradacion de la materia organica es una propiedad de los microorganismos heterotrofos,
segin Anderson y Domsch (1990). Esta determinacion fue realizada para estimar la actividad
biologica global de los suelos a diferentes profundidades influidas por las raices de olivos.
Tales profundidades de interés fueron: 0 a 5,5 a 20y 20 a 40 cm.

A partir de la comparacion de todos los tratamientos fue posible concluir que la mayor
actividad respiratoria se verifico en el tratamiento control o suelo sin cultivar, tanto en LR en
BA. Este resultado resulta coincidente con lo observado por Piquin ef al, (2006) y en
concordancia también con la respuesta bioldgica de los suelos sin cultivar hallada en los
trabajos de Abril ef al., (2005) y Rossi, M.S. (2008). Ademas comparando el mismo sitio, se
observo una mayor actividad respiratoria en los primeros 5 cm de profundidad del sitio LR en
presencia de olivares sintomaticos, y comparando la actividad respiratoria en ambos sitios fue
posible hallar una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) en la respiracion del
suelo a favor de BA y los controles de suelo sin cultivar, con respecto al suelo de olivares LR,
lo cual globalmente, podria estar indicando mayor actividad bioldgica en el sitio con mayor
aporte de residuos organicos como cobertura.

Esta informacion se relaciona con lo hallado por Abril et al., (2005) pues publicaron
que la tasa de perturbacion del suelo y la cobertura superficial produce cambios sustanciales
en los procesos de descomposicion de los residuos vegetales, principalmente aquellos

relacionados con la acumulacion de carbono organico y la disponibilidad de nutrientes.

Otro de los indices utilizados para estudios bioldgicos del suelo y ampliamente
aceptado, es el cociente metabdlico (qCO,), el cual representa la respiracion del suelo por
unidad de biomasa calculada seglin la formula de Anderson y Domsch (1993). De acuerdo
con lo publicado por Scheu y Parkinson (1995) en este trabajo se observo una disminucion
del qCO, conforme aumentd la profundidad del suelo. Estas diferencias podrian ser

atribuidas a una proporcion mas significativa de organismos fisioldgicamente activos en
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relacion con residuos de las plantas.

En concordancia con este resultado se observé que la actividad deshidrogenasa
disminuy6 conforme aument6 la profundidad del suelo. Los datos superiores de qCO, indican
que los microorganismos son menos eficientes en el uso de fuentes energéticas o bien que
ellos son mas eficientes como descomponedores de los residuos orgénicos. El criterio qCO;
se sugiere como indicador adecuado en el estudio de cambios bioenergéticos en ecosistemas
en desarrollo segiin Odum, E. (1969) y para la maduracion progresiva del sistema del suelo,
segun Anderson y Domsch (1990).

El uso del criterio qCO; como indicador especifico de cambio de suelos puede ser
recomendado cuando se observan similares valores de pH, segun Anderson y Domsch (1993).
De acuerdo con estos autores, qCO, valores mas altos en ecosistemas jovenes y mas bajos en
ecosistemas maduros. Asi como se demostrd en este trabajo, los valores mas bajos de qCO,
se observaron siempre en el suelo BA.

En el mismo sentido, se observo una correlacion positiva (p<0,05) entre las actividades
bioldgicas globales y las caracteristicas quimicas del suelo. Cmic fue significativamente mas
alto en suelo control en ambos sitios, independientemente del clima, tipo de suelo y
profundidad. Por lo expuesto en lo vinculado con las variables biologicas globales podria
decirse que no se hallaron evidencias estadisticamente significativas (p<0,05) para decir que
resultan sensibles a la presencia del patdogeno en los suelos estudiados. en todas las
profundidades. Todos los estudios realizados dentro de la evaluacion de las variables
biologicas globales en los objetivos especificos propuestos en el presente trabajo pudieron
cumplirse en su totalidad.

Sin embargo es sabido que la alteracion de las condiciones del suelo por las practicas de
manejo puede afectar la produccion de los cultivos a través de su influencia en la distribucion
de la materia organica, actividad microbiana y dindmica de nutrientes, segun Salinas-Garcia
et al., (1997). Por todo lo expuesto se procedio a buscar variables bioquimicas capaces de
reflejar el estado actual del suelo.

En este sentido, Nannipieri et al., (1990) indicaron que las actividades enzimaticas son
especificas de un sustrato y estan relacionadas con reacciones especificas. Por ello, resulta
dificultoso conseguir mediante un solo valor de actividad enzimatica, el conocimiento del
estado general de nutrientes de un suelo o determinar el indice de actividad microbioldgica
del mismo. Sin embargo medidas simultaneas de varias enzimas pueden resultar ttiles como
marcadores de bioactividad y pueden ser utilizadas como indices de fertilidad bioquimica del

suelo, tal como indicaron Gil-Sortres et al., (1992) .
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Con respecto a la caracterizacion bioquimica de los suelos se midio la actividad
microbiana mediante metodologia enzimatica considerando un perfil compuesto por seis
enzimas presentes en el suelo tal como publicaron Garcia-Hernandez et al., (2005), Paz-
Ferreiro et al., (2007) y Rossi et al., (2008).

Como es sabido, las enzimas del suelo son importantes como catalizadores de
numerosas reacciones necesarios para el proceso de vida de los microorganismos en el suelo,
la descomposicion de los residuos organicos, el ciclado de nutrientes, y la formacion de la
materia orgdnica y la estructura del suelo, segin Monkiedje et al., (2006). La actividad
enzimatica del suelo es la responsable de la formacion de moléculas organicas estables que
contribuyen a la estabilidad del ecosistema suelo e intervienen en los ciclos de los nutrientes
tales como el nitrégeno, donde intervienen por ejemplo, ureasas y proteasas, en el ciclo del
fosforo donde intervienen fosfomono y diesterasas y en el ciclo del carbono donde
intervienen B-glucosidasas.

Por la relevancia expuesta vinculada a las actividades enzimaticas es que se propuso
como objetivo especifico evaluar dichas variables bioquimicas. A su vez dentro de este
objetivo especifico se propuso determinar la actividad de las enzimas deshidrogenasas
vinculadas estrechamente a la actividad metabdlica de la microbiota edafica presente en los
suelos de olivares.

La actividad deshidrogenasa es un indicador del sistema redox microbiano debido a que
es el principal indicador de la actividad oxidativa del suelo y un indicador general del
carbono organico presente en el suelo debido a que esta enzima esta involucrada en la etapa
final de la degradacion de descomponedores derivados de celulosa de bajo peso molecular
acumulado en el suelo hasta la liberacion de glucosa. Garcia et al., (2005) encontraron
valores medios de actividad deshidrogenasa de alrededor de 9 pmol INTF.gss".h" en suelos
naturales. Por lo expuesto en el Capitulo 2 se observé mayor actividad deshidrogenasa
(p<0,05) en el suelo BA que incluia mayor contenido de materia organica comparado con el
suelo LR.

Debido a que las enzimas deshidrogenasas no son activas independientemente de la
célula microbiana como es el caso de las enzimas extracelulares del suelo la determinacion de
la actividad deshidrogenasa puede considerarse como una variable indicadora de la actividad
microbiologica del suelo tal como lo evaluaron Garcia et al., (1994), Beyer et al., (1982),
Quilchano et al.,, (1993) y Bergstrom et al., (1998). En este sentido podria decirse se observod
mayor actividad microbiologica en el suelo del olivar del sitio BA. La actividad microbiana

basada en DH mostré diferencias significativas (p<0,05) mas altas en BA con respecto a LR.
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En este estudio DH fue significativamente mas alta en presencia de patogenos radiculares del

olivo en el sitio LR.

Por otra parte, otra de las variables de naturaleza bioquimica propuesta como objetivo
especifico dentro del perfil enzimatico a estudiar, se encontr6 la determinacion de la
actividad de la enzima catalasa, altamente vinculada con la actividad microbiana del suelo.
En este estudio se encontr6 que tanto en LR como en BA, fue la actividad enzimatica que
permitio caracterizar los suelos en presencia del patdgeno.

Otra de las variables de naturaleza bioquimica propuesta como objetivo especifico
dentro del perfil enzimatico a estudiar, se encontr6 la determinaciéon de la actividad B-
glucosidasa, altamente vinculada con el ciclo biogeoquimico del carbono. La actividad B-
glucosidasa presento diferencias significativas entre ambos sitios de estudio. Por lo expuesto
en el Capitulo 2 podria decirse que la actividad B-glucosidasa presentd variacion entre los
diferentes estados de sanidad de los olivos del mismo sitio geografico observandose mayor

actividad en la condicion de olivos sintomaticos por P. palmivora.

Otra de las variables bioquimicas medidas fue la actividad ureasa del suelo. Bajo la
designacion de ureasa se aglutinan todas las hidrolasas capaces de actuar sobre enlaces C-N
no peptidicos de amidas lineales. Son enzimas exocelulares de origen fundamentalmente
microbiano, como asi lo demostraron Ceccanti y Garcia (1994).

Por lo expuesto en el presente trabajo pudo observarse que la actividad ureasa no
presento diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los sitios estudiados, por lo
que no se comportd como variable estadisticamente indicadora de cambio ante la
perturbacion y/o ante la incidencia del patdgeno en el suelo. En tanto el objetivo de evaluar la
actividad ureasa pudo cumplirse totalmente.

Contrariamente a lo observado en la determinacion de la actividades deshidrogenasas,
catalasas y B-glucosidasas, la actividades ureasa y fosfatasas mostraron similitudes en los
resultados correspondientes a ambos sitios de muestreo y en las diferentes estados de sanidad
por lo que no mostraron diferencias estadisticamente significativas. En tanto y con respecto al
objetivo especifico planteado referido a la evaluacion de variables bioquimicas para describir
el suelo, el cual incluia las determinaciones de actividades fosfomonoesterasas y
fosfodiesterasas, deshidrogenasas, ureasas, B-glucosidasas, y catalasas podria decirse que el
mismo fue cumplido en su totalidad. Entonces a partir de dicho andlisis podria decirse que las

variables bioquimicas estudiadas permitieron observar variaciones mas discriminantes en el
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estado del suelo a diferencia de las variables bioldgicas por lo que podrian postularse dentro
de un perfil de otras variables como indicadores de cambio en el estado del suelo frente a un
patogeno.

Como conclusion de este analisis el suelo LR en presencia del patdgeno mostré mayor
respuesta de actividad enzimatica comparado con el suelo BA en presencia del patégeno. En
ambos sitios de estudio el suelo control sin cultivar mostré6 mayor actividad enzimatica en
general, por lo que podria decirse que se observa mayor actividad bioldgica en los suelos
menos perturbados independientemente del tipo de suelo.

Las actividades enzimaticas B-glucosidasa, deshidrogenasas y catalasa fueron mas altas
en presencia de hongos de raiz, independientemente del tipo de suelo y clima, para los
primeros 5 cm de profundidad. La actividad microbiana basada en DH fue superior en BA
que en LR (p<0,05) y DH fue mas alta en suelo rizosférico con olivos con raices sintomaticas
por ataque fingico. La actividad basada en actividad catalasa fue mas alta en LR que en BA
(p<0,05) en suelo rizosférico de olivo enfermo independientemente de tipo de suelo y clima.

La actividad microbiana basada en B-glucosidasa fue superior en BA con respecto a LR
(p<0,05) en suelo rizosférico de olivo con raices enfermas por ataque fingico. En tanto las
actividades ureasas y fosfoesterasas no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos. En este trabajo el suelo LR en presencia de patdogenos en raiz presentd
mayor bioactividad que en ausencia del patégeno dado por el perfil conjunto de catalasa,
deshidrogenasa y B-glucosidasa.

A partir del analisis de componentes principales basado en las variables biologicas y
bioquimicas estudiadas en los suelo LR y BA, se desprende que las variables bioquimicas
mostraron en un 84 % mejor diferenciacion que las variables bioldgicas que explicaron tan
solo el 69 % de la variabilidad del sistema. En este trabajo las enzimas [-glucosidasa,
deshidrogenasa, catalasa fueron las variables que difirieron en los suelos estudiados
segregando en dos grupos. Se observd una fuerte asociacion en LRs entre las actividades
deshidrogenasas, catalasas y 3-glucosidasas.

El grafico de rangos indicé que los suelos fueron definidos en dos grupos LRc, LRh,
BAc y BAh por un lado y LRs y BAs por otro, lo que sugiere que la presencia del patogeno
podria tener un efecto en las caracteristicas estudiadas del suelo. Las variables estudiadas en
ambos suelos mostraron la misma variabilidad en cada suelo. A partir del analisis estadistico
del perfil enzimatico el cual mostro resultados de la actividad deshidrogenasa en LR y en BA,
fue posible observar claramente que la actividad deshidrogenasa en suelo BA es maxima con

respecto a LR, en tanto no fue una variable capaz de discriminar presencia y ausencia del
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patégeno. Por lo expuesto podria sugerirse que un mayor aporte organico mejora
notablemente la actividad metabodlica de la microbiota edafica que alcanza valores cercanos a
los presentados por el suelo sin perturbar.

Con respecto al estudio a nivel de comunidades bacterianas del suelo en presencia y en
ausencia del patégeno se encontrd una elevada correlacion en los primeros 5 cm del suelo
sintomatico en presencia del patégeno radicular entre las comunidades bacterianas y el
metabolismo de Glucosa, Rafinosa, acido Citrico y Sacarosa. En tanto en suelos sintomaticos
de 5 a 20 cm de profundidad las comunidades bacterianas se asociaron con la utilizacion de
Arabinosa. En relacion con este analisis Wardle et al., (2004) demostraron que estudios
profundos combinados de la interfaz sobre y debajo del suelo a nivel de comunidades y
ecologia ecosistémica son necesarios para conocer la importancia de la biodiversidad
funcional y de regulacién y de los impactos ambientales producidos por el fendmeno de
cambio global inducido por el hombre .

Estos investigadores propusieron que es necesario un flujo de trabajo temporal para
entender el significado natural y ecoldgico de las relaciones entre las comunidades habitantes
sobre y bajo el suelo ya que las comunidades operan sobre una jerarquia de escalas
temporales, con rangos desde dias hasta estaciones, a milenios, con diferentes consecuencias
para la estructura y funcion del ecosistema.

Puesto que en este trabajo se observd un comportamiento metabolico diferencial entre
los suelos en presencia y en ausencia del patogeno surge al respecto una nueva hipotesis de
investigacion para continuar evaluando el metabolismo diferencial de las bacterias en este
suelo en presencia de patogenos del olivo, con metodologia molecular especifica.

Como conclusiones generales del Capitulo 2 se enfatizo sobre la importancia de evaluar
indicadores de calidad del suelo en presencia de patogenos de raiz del olivo. La actividad
microbiana observada se evidencio por las caracteristicas bioquimicas del suelo en los sitios
con olivares con sintomas observables de ataque fungico y se relacion6 con la respuesta
biologica global del suelo en cuanto a respiracion y carbono proveniente de biomasa
microbiana. Por otro lado, se observo que la actividad microbiana no reflejé6 cambios
relacionados con factores abioticos como la altitud y el clima.

Como conclusion la interaccion entre las actividades catalasa, deshidrogenasa y B-
glucosidasa, la respiracion global del suelo en los primeros 5 cm de profundidad, el carbono
proveniente de la biomasa microbiana del suelo y el metabolismo diferencial de fuentes
carbonadas fue posible caracterizar el sistema en presencia del patdgeno en los primeros 5 cm

de profundidad. Estos resultados podran ser utilizados en la construccion de un modelo
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predictivo para el desarrollo de enfermedad en olivos. Surge al respecto una nueva hipdtesis
de trabajo para continuar evaluando con mayor profundidad el metabolismo diferencial de las
bacterias en este suelo.

Como conclusion general del Capitulo 2 se encontrd que los cambios en el estado de
salud de los olivos podrian estar relacionados con cambios en los indicadores de calidad del
suelo. Las caracteristicas fisicoquimicas, bioquimicas y biologicas globales de los suelos
cultivados con olivares de LR y BA mostraron diferencias funcionales. Los principales
aportes académicos de este Capitulo fueron publicados en Rossi, M.S.; Mon-Martin, R.; Paz-
Ferreiro, J. 2015. Soil biochemical and physicochemical properties in relation to fungal root
disease in olive trees. Ecological Indicators (Elsevier Ed) ISSN:1470-160X. Factor Impacto:
3.444. (Submitted) y en EcoSummit 2016 Le Corum, Montpellier, France y en Rossi, M.S.;
Mon-Martin, R.; Paz-Ferreiro, J. 2016. Update of the health status of olive groves in
Aimogasta. Plant Health Progress (Elsevier Ed) ISSN:1535-1025. (Submitted) y en
EcoSummit 2016 Le Corum, Montpellier, France.

Finalizando las consideraciones sobre el Capitulo de Suelos de olivares se presentaron
los resultados de los estudios de bacterias rizosféricas de olivos en el Capitulo de

Aislamientos bacterianos a partir de los suelos estudiados.

Es sabido que un suelo se considera supresivo cuando existiendo condiciones
favorables para que puedan ocurrir enfermedades por un patégeno, el patogeno no puede
establecerse, o puede establecerse pero no producir enfermedad, o establecerse y producir
enfermedad durante un corto tiempo y luego declinar segin publicaron Hornby, D. (1983) y
Mendes et al., (2011). La supresividad esta relacionada al tipo y niimero de organismos del
suelo, nivel de fertilidad y naturaleza del mismo suelo. Adicionalmente la respuesta de
crecimiento de las plantas en el suelo contribuye a la supresividad segun Alexander et al.,
(1991), Sorensen J., (1997) y Rossi, M.S. (2011).

En este estudio se observo que el suelo de olivares frente a elevadas temperaturas
presentaba restricciones de riego por goteo entre otras condiciones ambientales adversas. €sto
conduciria a pensar que segun el relevamiento presentado en el Capitulo 2, las patologias
encontradas en la plantacion del sitio LR causadas por los géneros Phytophthora, Fusarium,
Verticillium podrian estar asociadas con una combinacion de estrés de la planta.

Se planted entonces la Primera Hipodtesis Especifica que surge a partir de la Segunda

Hipotesis General.
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H1: Existen bacterias formadoras de endosporas que inhiben el desarrollo de P.
palmivora.

A partir de suelo rizosférico de olivos se obtuvieron 63 bacterias formadoras de
esporas. Aquellas bacterias seleccionadas por su potencial antifungico in vitro se
identificaron a nivel de género por metodologia bioquimica seglin Bergey, D.H. (2001).

De acuerdo con las pruebas bioquimicas realizadas los aislamientos B4, B5, B6, B22,
B30 y B31 presentaron tincion de Gram positiva, endospora en posicion central, diametro
celular inferior a 1 pum, desarrollo aerobio, utilizacion de citrato, hidrolisis del almidon,
fueron positivos a la prueba de Voges-Proskauer, desarrollo en NaCl al 6,5 % y no
desarrollaron a 55 °C. Por lo expuesto dichas bacterias fueron compatibles en un 99 % de
similitud con Bacillus subtilis sobre la base de caracteres morfoldgicos y bioquimicos.

En tanto el aislamiento B1 presento tincion de Gram positiva, endospora en posicion
central, diametro celular inferior a 1 um, desarrollo aerobio, no mostré utilizacion de citrato,
hidroliz6 el almidon, dio positivo a la reaccion de Voges-Proskauer y utilizo Manitol. Por
tanto considerando estos caracteres bioquimicos se traté de una bacteria compatible con B.
polymyxa segiin Bergey, D.H. (2001). Por otro lado B37 presento tincion de Gram positiva,
endospora en posicion central, desarrollo aerobio, utilizacion de citrato, no hidrolizé almidon
y no produjo catalasa se identific6 como compatible con B. azotoformans.

En tanto, B41 presentd tincion de Gram positiva, endospora en posicion central,
diametro celular inferior a 1 pum, desarrollo aerobio, utilizacién de citrato, hidrolisis del
almidon, fue positivo en la prueba de Voges-Proskauer, desarrolld en NaCl al 6,5 % y
desarrolld a 55 °C se identifico como compatible con B. licheniformis sobre la base de
caracteres morfologicos y bioquimicos segun Bergey, D.H. (2001). No obstante los
aislamientos B1, B37 y B41 presentaron actividad antifingica variable in vitro.

Por otro lado el aislamiento B52 fue clasificado a nivel de género dentro de Bacillus
pero sin embargo no pudo identificarse a nivel de especie sobre la base de caracteres
bioquimicos y morfoldgicos. Dado que mostrd bajo potencial biocontrolador in vitro no se
procedio a realizar su identificacion molecular.

La actividad biocontroladora in vitro medida en porcentaje de inhibicion del desarrollo
fingico por las mejores cepas bacterianas seleccionadas se mostr6 en la Tabla 3.4.

El aislamiento B31 fue significativamente (p<0,05) mas efectivo para controlar el
desarrollo de P. palmivora (87,5 %) in vitro. En tanto B5 identificado como B. subtilis fue el
aislamiento mas efectivo para controlar a Fusarium solani (58 %) in vitro y B4 identificado

como B. subtilis fue el aislamiento mas efectivo para controlar el desarrollo de Verticillium
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dahliae (65 %) in vitro.

No obstante se selecciond a B31 como biocontrolador por presentar significativamente
efecto superior. El potencial bioncontrolador de la bacteria B31 contra P. palmivora se evalud
in vitro e in vivo. B31 fue capaz de reducir el desarrollo de P. palmivora in vitro (87,5 % del
desarrollo fungico).

In vivo B31 fue capaz de reducir los sintomas radicales causados por P. palmivora in
vivo, es decir en olivo logré una reduccion del desarrollo fungico en un 84,8 %.
Cualitativamente se evalu6 la aparicion de sintomas radicales en olivos sanos en presencia y
en ausencia de B31. Se hallé que P. palmivora afectd la raiz de olivo en un 85 % evaluado en
20 plantas a los 50 d.p.i. Estas plantas presentaron raices con podredumbre severa a lo que se
denominé estado sintomatico del 30 %.

Por otro lado se evaluaron olivos sanos como control, los cuales no presentaron
sintomatologia al cabo de 50 d.p.i. El potencial biocontrolador de B31 con la dosis evaluada
logré reducir en un 30 % los sintomas observados. En el Capitulo 5 se ajusta la dosis de
mayor eficiencia lograda. La inocuidad de la bacteria se confirm6 sobre olivos a los 50 d.p.i.
al no presentar sintomatologia ni reduccion del crecimiento.

Luego de confirmar el potencial biocontrolador de la bacteria B31 in vitro e in vivo se
realiz6 su identificacion molecular y un analisis filogenético para conocer las especies
relacionadas con la cepa biocontroladora. Para ello se seleccionaron colonias del aislamiento
B31, para la extraccion, visualizacion, amplificacion y secuenciacion del gen 16S.

De esta manera el aislamiento B31 fue identificado por metodologia molecular y depositado
en GenBank bajo el niimero de acceso Bacillus KJ464036.

Los miembros de este género tienen un gran potencial para su uso en la agricultura.
Muchas cepas tienen la capacidad de producir metabolitos antimicrobianos para el control de
patdégenos, fijan dinitrogeno, presentan una alta velocidad de crecimiento, forman endosporas
resistentes a la desecacion, el calor y las radiaciones ultravioletas y sobreviven en diversas
condiciones seglin lo publicado por Liu, X. (2006), lo que ofrece perspectivas en la obtencion
de biopreparados eficientes.

La construccion del cepario permite obtener cepas que tengan la capacidad de ejercer
efecto antagoénico contra un amplio grupo de hongos fitopatogenos y de promover el
crecimiento de la planta a través de diferentes mecanismos, se podria obtener un producto
bioldgico a partir de estas bacterias que sustituya fertilizantes quimicos y fungicidas, lo que
contribuiria a la obtencion de alimentos y la preservacion del medio ambiente.

En el Capitulo 3 se mostré que se cumple la hipotesis general al demostrarse que el
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nivel de actividad antagonista de algunas bacterias frente a patdgenos vegetales puede
utilizarse como alternativa de control de enfermedad con cierto grado de eficiencia. Ademas
se corrobor6 la hipotesis especifica que establece la existencia de bacterias formadoras de
esporas inhibidoras del desarrollo de Phytophthora palmivora en la rizdsfera del olivo.
Autores como Reyes-Ramirez et al, (2011), Quan et al., (2006), Emmert y Handelsman
1999, Asaka y Shoda (1996) y Stirling, GR. (1984) hallaron resultados similares.

Globalmente se observd que el nimero de bacterias en la rizosfera fue en todos los
casos sustancialmente superior frente al suelo no rizosférico tal como lo observado por
Sorensen, J. (1997) y que ésto podria deberse a la influencia de la planta. Se estudiaron las
capacidades biocontroladoras del total de las bacterias aisladas de todos los sitios de
muestreo. A partir de estos resultados se concluye que la bacteria nativa con actividad PGPR
GenBank Bacillus KJ464036, aislada del suelo de la provincia de La Rioja, podria jugar un
rol esencial en colaborar con las plantas para establecerse y crecer en condiciones de estrés.

Ademas esta bacteria nativa descripta en el Capitulo 3 podria emplearse para minimizar
la utilizacion de fungicidas sintéticos contribuyendo a la preservacion del ambiente. En el
Capitulo 4 se presentan los estudios realizados para determinar los posibles mecanismos de
supresividad observada en plantas inoculadas bajo condiciones controladas asi como para
identificar las moléculas involucradas con actividad antifingica producidas por Bacillus
KJ464036. En el Capitulo 5 se muestran los resultados de los ensayos de patogenicidad y
biocontrol in vivo y de la formulacion preliminar de un biopesticida experimental sobre la
base de Bacillus KJ464036.

Los experimentos presentados en el Capitulo 3 muestran que la utilizacion de
determinados aislamientos de Bacillus sp. obtenidos de suelos rizosféricos de plantas de olivo
variedad Manzanilla fina demuestran el potencial que tienen dichas bacterias para su posible
uso en programas de control bioldgico. Los aislamientos bacterianos estudiados mostraron
capacidad antagonista frente a P pal/mivora in vitro e in vivo. Asimismo se constatd la
capacidad de Bacillus KJ464036 de colonizar y persistir en tejidos radicales de olivo. El
establecimiento y mantenimiento de poblaciones de las bacterias en las raices de olivo
también fueron logrados. Los resultados fueron publicados en Rossi, M.S.; Mon-Martin, R.;
Paz-Ferreiro, J. 2016. Antifungal activity of bacteria against soil-borne fungi from Olea
europaea L. (Submitted)

A continuacion se presenta la contrastacion de la Segunda Hipdtesis Especifica que

surge de la Segunda Hipodtesis General.
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H2: El nivel de actividad antagonista se relaciona con la produccion enzimdtica

bacteriana

Ahora bien, las investigaciones sobre mecanismos promotores del crecimiento vegetal
desencadenados por la accion de rizobacterias proporcionan una mayor comprension acerca
de las multiples facetas que comprende el proceso de supresividad. En particular cobra
relevancia el estudio de aquellos parametros que estimulan la produccion y la actividad de las
moléculas intervinientes en el proceso de supresividad, tales como antibidticos, enzimas
liticas y siderdéforos, entre otros, o iones como el Cinc presente en el suelo, altamente
relacionados con la supresion natural. Sin embargo, se conocen pocos estudios especificos
que relacionen la calidad edafica con la capacidad supresiva del suelo tal como publicaron
Janvier et al., (2007). Mas aun, se publicaron muy pocos estudios que puntualmente utilicen
la informacién que brindan las propiedades bioldgicas y en particular las propiedades
bioquimicas del suelo en relacién a su capacidad supresiva tal como indicaron Rossi et al.,
(2015).

En tanto, la determinacion de la funcion de aquellos parametros edaficos asociados con
la supresion de la enfermedad, pueden ser explorados y explotados para encontrar aquellos
suelos que son mas propensos a apoyar el biocontrol. Dicha importancia radica tanto para la
formulacion de inoculantes bioldgicos mejoradores y agrosustentables como para la
formulacion de un modelo predictivo del posible desarrollo de una enfermedad. Estos modelo
pueden crearse sobre la base de analisis multivariado utilizando indicadores ambientales y
algoritmos clasificadores de mineria de datos en fuentes de gran dimensionalidad tal como
sugieren Freitez ef al., (2009) y Bombelli, E.C. (2011).

Las revelaciones sobre los mecanismos de accion por rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal abre nuevas puertas para el disefio de estrategias mejoradoras de su
eficiencia como agentes de biocontrol.

La identificacion de antimicrobianos originados por agentes supresores tales como B-
1,3-glucanasas producidas por la bacteria KJ464036 puede ser explotado para agilizar el
descubrimiento mediante la seleccion de nuevas cepas que llevan genes sintéticos relevantes.
Asimismo el presente trabajo contribuye a la generacion de conocimiento en la ecologia de la
interaccion entre microorganismo-planta y es base para la continuacion de la investigacion a
nivel de interaccion molecular.

En este sentido se acepto la hipotesis planteada al establecer que el nivel de actividad

antagonista se relaciona con la produccion enzimatica de la bacteria en forma inducida. ésto
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se demostro al hallar un nivel mas elevado de actividad de las enzimas -1,3-glucanasas en la
bacteria en presencia del patogeno (p<0,05). Bacillus KJ464036 mostr6 una actividad de B-
1,3-glucanasa estadisticamente superior (p<0,05) en presencia de P. palmivora.

La actividad B-1,4-glucanasas de Bacillus KJ464036 no fue significativa con respecto
al control positivo. El control de esta enzima fue la actividad B-1,3-glucanasa producida por
B. subtilis de referencia. En tanto, para la evaluacion de la actividad de enzimas lipasas
secretadas por los cultivos bacterianos se defini6 la unidad lipolitica (UL) como micromoles
de NaOH por miligramo de proteina por hora (uM NaOH.mg'l.h'l).

Parte de la contribucion al conocimiento actual acerca de la eficiencia de la actividad
de la enzima lipasa proveniente de Bacillus subtilis, caracterizada como mecanismo de
supresividad, fue publicada por los autores Sabat et al., (2012), Selva-Mohan et al., (2008),
Bora y Bora (2012) y Mohammad-Sadeghi et a/., (2010). Sin embargo en este trabajo no se
hallaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la actividad de la enzima
lipasa en presencia y en ausencia del patégeno (p<0,05).

Como es sabido las enzimas micoliticas producidas por las bacterias antagonistas son
muy importantes en tecnologia aplicada al control bioldégico. Numerosos autores tales como
Baharum et al., (2003), Huang y Chen (2004) y Gohel et al., (2004) detectaron glucanasas y
quitinasas en suelos inoculados con agentes de control biologico y en sintesis este trabajo
reveld la produccion de la enzima micolitica B-1,3-glucanasa proveniente de Bacillus subtilis

como mecanismo de supresividad.

A continuacion se discute la Tercera Hipdtesis Especifica surgida de la Segunda
Hipotesis General.

H3: El nivel de actividad antagonista se relaciona con la produccion de sideroforos
bacterianos.

Por otra parte, otro de los mecanismos de supresividad estudiados en este Capitulo fue
la produccion de sideroforos. En la evaluacion de la capacidad de produccion de sideroforos
por cepas de Bacillus sp. se sembraron las placas Petri con cada una de las cepas de
rizobacterias y junto a ellas se colocaron inéculos de P palmivora. No obstante en este
trabajo no se halldo produccion de sider6foros por parte de las bacterias propuestas como
posibles agentes de control biologico.

En cambio en los trabajos publicados por Zawadzka et al., (2009), Hotta et al., (2010) y
Shobha y Kumudhini (2012) encontraron produccion de sideroforos efectiva por parte de

cepas de Bacillus.
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Merced a la utilizacion del algoritmo treemap desarrollado para visualizacion
inteligente de datos fue posible mostrar claramente el comportamiento de los datos obtenidos
hasta el momento entre el Capitulo 3 y el Capitulo 4 de esta tesis. Se muestra entonces el
comportamiento de las variables: cantidad de aislamientos formadores de endosporas,
reaccion a la tincion de Gram, hidrolisis de almidon, Voges-Proskauer, tamafio del cuerpo
celular, utilizacion de citrato, desarrollo en NaCl 6,5 %, desarrollo a 55 °C, produccion de
enzima catalasa y control bioldgico in vitro clasificacion a nivel de especie sobre la base de
caracteres morfologicos y bioquimicos, actividad biocontrol in vitro, produccion de
antibioticos, produccion de sideroforos, produccion de B-1,3-glucanasa, produccion de B3-1,4-
glucanasa, produccion de lipasas y origen geografico de procedencia de los suelos.

Finalizando las consideraciones sobre los aportes realizados en el Capitulo 4 donde se
estudiaron los posibles mecanismos de supresividad de la bacteria Bacillus KJ464036. La
actividad B-1,3-glucanasa producida por la bacteria Bacillus KJ464036 se observd en medio
minimo y fue inducida por la presencia del patdogeno. No se observd actividad B-1,3-
glucanasa en presencia de glucosa por lo que no fue inducida por dicho sustrato.

El control de actividad de dicha enzima fue la actividad B-1,3-glucanasa producida por
una cepa Bacillus subtilis de referencia. En tanto no se hall6 actividad de las enzimas 3-1,4-
glucanasa y lipasa por parte de los aislamientos estudiados. Se concluye en este etapa que la
molécula identificada con la accion antifingica contra Phytophthora estaria relacionada con
la actividad micolitica de la enzima B-1,3-glucanasa producida por Bacillus KJ464036 en
presencia del patogeno.

Avanzando en la Discusion General acerca de los aportes realizados en el Capitulo 5 se
muestran los resultados de los ensayos de patogenicidad y biocontrol in vivo y de la
formulacién de un biopesticida experimental formulado con Bacillus KJ464036. En este
capitulo se menciona la estrecha vinculacion entre la agricultura sustentable y el uso de
biopesticidas. La agricultura sustentable incluye sistemas agricolas integrados y organicos
que buscan reducir el uso de fertilizantes quimicos, pesticidas sintéticos, aditivos y
reguladores del crecimiento para mejorar la salud y calidad del suelo. En este sentido y con el
fin de lograr la eficiencia de los sistemas productivos, resulta necesario utilizar té€cnicas que
permitan proveer niveles adecuados de nutrientes para suplir los requerimientos de los
cultivos, y controlar o suprimir, efectivamente, plagas y malezas con métodos no
contaminantes.

Por otra parte, es sabido que los abonos orgédnicos aportan nutrientes para el

crecimiento de las plantas, estimulan la actividad biologica en el suelo, suprimen
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enfermedades, estimulan los ciclos de los nutrientes, mejoran las condiciones fisicas del suelo
y permiten reciclar residuos de cosecha y estiércol. Sin embargo, la supresividad en una
enmienda orgdnica o en un compost es materia de discusion. Algunos estudios realizados por
Tilston et al., (2002) y Scheuerell et al., (2005) comunicaron un incremento en la incidencia
y severidad después de producida la enmienda organica. En cambio, Termorshuizen et al.,
(2007) observaron la supresion de enfermedad en un 54 % de los casos de estudio,
supresividad no significativa en un 42,7 % y aumento de enfermedad en tan sélo un 3,3 %.

Otros autores como Szczech y Smolinska (2001) y Borrero et al., (2004) observaron las
bondades del compost como importante caracteristica para influir sobre la microbiota del
suelo por la supresion de numerosos fitopatdogenos, en particular, especies pertenecientes a
los géneros Pythium, Phytophthora, Fusarium spp.

En una amplia investigacion sobre 1964 estudios experimentales, Bonanomi et al.,
(2010) hallaron que las enmiendas organicas fueron supresivas de enfermedades en un 45 %
de los casos, no significativas en un 35 %, pero conducivas en un 20 %, es decir observaron
un aumento de la incidencia de la enfermedad. Por lo expuesto sobre la naturaleza de la
aplicacion practica del compost para la supresividad de enfermedades en sistemas agricolas
reales se ocultan resultados inconsistentes. El punto critico reside en que el compost puede
ser producido a partir de una amplia variedad de residuos de plantas y animales y ésto
conduce a la variacion en las propiedades quimicas y microbioldgicas en el producto final y
luego en su capacidad supresiva de enfermedades. Por tanto las complejas relaciones entre
los factores dificulta la prediccion de eficacia en la supresividad del compost.

Sin embargo, se realizaron esfuerzos sustanciales durante las ultimas décadas en
blsqueda de mecanismos supresivos para lograr la supresion de enfermedades segin Janvier
et al., (2007), y la identificacion de indicadores de supresividad en enmiendas organicas tal
como observaron Bonanomi et al, (2010) y en suelos agricolas segin Rossi et al., (2015).

En un sentido mas especifico y en condiciones mas controladas se plantea el desarrollo
y el uso de un biopesticida. Un biopesticida se define como un agente de control biologico
aplicado de manera inundativa para controlar una plaga determinada de acuerdo con la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA). Dicha Agencia indica que el
ingrediente activo de un biopesticida puede ser una sustancia natural de origen animal,
vegetal, un organismo vivo, un virus o algiin mineral.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
consider6 la importancia del empleo de agentes de biocontrol a través de un documento

emitido en 2007 en el que expresa: la agricultura dependera mucho del control biologico
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como componente mayor del manejo integrado de plagas. Los avances en técnicas
moleculares y en el conocimiento cientifico en general seran la base del desarrollo de esta
tecnologia alternativa. Las presentaciones realizadas muestran que en América Latina
diferentes patdgenos sirvieron como modelo para la aplicacion de técnicas de biocontrol.

Por otro lado, la gama de cultivos a proteger es muy amplia: cultivos extensivos tales
como leguminosas forrajeras de clima templado y gramineas como trigo y cebada, cultivos
horticolas, frutales y forestales. En este sentido se propuso una gran diversidad de agentes de
biocontrol los cuales constituyen un recurso genético invalorable: bacterias rizosféricas,
hongos entomopatogenos y levaduras, aislados de nuestros ecosistemas, que estarian
asegurando un control efectivo y no agresivo para el ambiente. Para su aplicacion comercial
se requiere desarrollar estrategias de produccion masiva de los microorganismos, normas de
calidad para los bioplaguicidas, y marcos legales para registrar y regular el uso de organismos
nativos segun publico FAO, (2007).

En efecto la demanda impuesta por la sustentabilidad estd conduciendo al uso de
estrategias que mantengan una proteccion del medioambiente. En este contexto el uso de
indculos microbianos cobra interés en todo el mundo. Los microorganismos mas usados son
Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma, Streptomyces. El control biologico se
transforma entonces en el mejor método para optimizar las actividades de las especies
beneficiosas y conseguir la reduccion de las actividades dafiinas de ciertas plagas y

enfermedades.

A continuacion se discute la contrastacion de la Cuarta Hipdtesis Especifica surgida a

partir de la Segunda Hipotesis General.

H4: Es posible elaborar un bioformulado con capacidad bactericida con cierto grado

de eficiencia.

En el Capitulo 5 se comprobd la hipotesis que establece es posible elaborar un
formulado con capacidad biopesticida con cierto grado de eficiencia. Se comprobd que la
dosis maxima del bioformulado experimental elaborado con la concentraciéon 1.10° UFC.gss™
de Bacillus KJ464036 fue eficiente contra Phytophthora palmivora. Dado que el término
eficiente se refiere a controlar la capacidad del patdogeno con la menor cantidad posible de
bacterias utilizando el menor recurso posible se midio la eficiencia en dos niveles de dosis de

producto. La eficiencia 6ptima del bioformulado se encontré6 que se logra con la
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concentracion de 10° UFC.gss™ de Bacillus KJ464036 en estudios preliminares.

La contribucion al desarrollo de un modelo de control de Phytophthora palmivora en
olivo en Argentina asi como la obtencion de un producto comercial de impacto agronéomico,
econdémico, politico y ambiental son objetivos claramente enmarcados en el desarrollo
tecnologico y en la innovacion. Focalizando en estos objetivos se enfatizd en la
implementacion de herramientas de microbiologia clasica y molecular como asi también
informaticas de Ultima generacion como la mineria de datos. La técnica de aplicacion del
producto bioldgico para el control de la plaga vegetal esta fundamentada en la investigacion
seguida de transferencia cientifica y tecnoldgica.

La mayoria de los casos que intentaron dar respuesta en los sistemas de produccion a
nivel comercial fallaron en lograr la transferencia tecnoldgica de nuevas fuentes de control de
enfermedad. Asi como en la baja supervivencia y actividad de algunos microorganismos en
un sistema bioldgico extrafio y en la competencia con el gran nimero de microorganismos
adaptados al mismo suelo.

La supresividad de enfermedad en un suelo determinado requiere la interaccion entre
multiples factores bidticos y abioticos y la funcion de un agente especifico en sitios externos
al sistema especifico, podria ser disminuida en su efecto. La supresividad del suelo a
fitopatogenos es un concepto holistico y se basa en la teoria general de sistemas y de la
complejidad. La complejidad es precursora de la estabilidad y en ecologia del suelo, la
propiedad de organizacion de los sistemas complejos podria relacionarse con la supresividad
propia de ese suelo. Con el enfoque holistico existen mayores posibilidades de manejar la
supresividad mediante cambios profundos en la estructura del sistema y asi mejorar el control
biologico.

Bajo la perspectiva de sistemas cuando se pretenden inducir cambios profundos en el
comportamiento de un sistema se deben realizar cambios profundos en su estructura. Dada la
naturaleza compleja de las interacciones microbianas que tienen lugar en el suelo y que
impiden que los patdgenos de raiz sean exitosos en los suelos supresivos, bajo el enfoque
holistico la investigacion y el manejo de sistemas agricolas debe reconocer que si existe un
suelo supresor a ciertos fitopatdgenos, hay que conservar su estructura y que si se desea
inducir supresividad a un suelo donde las enfermedades causan devastacion, debe hacer
cambios profundos en su estructura.

Recientemente se evaluaron mas aproximaciones para conseguir el manejo de la
enfermedad biologicamente mediada proveniente del suelo. Mas alla de inoculantes de suelos

o materiales propagantes de cultivos con formulaciones producidas en masa de agentes
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bioldgicos no nativos, una estrategia emergente emplea practicas para manejar la biologia del
suelo residente del sistema con el objetivo de inducir la supresividad.

Tal como se mencion6 en este trabajo el conocimiento acerca de la estructura y funcion
de la composicion bacteriana que rodea a la raiz de olivo es relevante por la competencia por
los nutrientes, la colonizacion de una bacteria exdgena entre las comunidades autoctonas de
la rizosfera de olivo, la capacidad para lograr establecerse y duplicar su poblacion en poco
tiempo. En el presente trabajo al probar la hipotesis que establece la presencia del patégeno
afecta la composicion bacteriana de la rizdsfera se encontr6 que existen evidencias
estadisticamente significativas (p<0,05) para decir que la presencia del patdégeno afecta la
composicion bacteriana del suelo con las técnicas funcionales utilizadas dependientes de
cultivo. Mayores esfuerzos de profundizacion del estudio deberan realizarse continuando con
la investigacion.

En el ensayo de patogenicidad se observo que Phytophthora palmivora afectd el
crecimiento del olivo en un 85 %. Se encontré un efecto deletéreo sobre las plantas
observado a través de un elevado porcentaje de plantas sintomaticas a los 50 d.p.i, presencia
de amarillez y desecacion en hojas y raiz. En presencia de Phytophthora palmivora, el
biopesticida experimental conteniendo 10° UFC.gss™ ejerci6 control sobre el hongo reflejado
en ausencia de sintomas y en un mejor crecimiento vegetal. La accion benéfica de Bacillus
KJ464036 estaria influida por el patogeno Phytophthora palmivora.

A continuacion se discute la contrastacion de la Quinta Hipotesis Especifica surgida a

partir de la Segunda Hipotesis General.

HS: La presencia del patogeno afecta las comunidades bacterianas de la rizosfera del

olivo.

Continuando con la evaluacion de variables microbioldgicas se llevo a cabo el analisis
de los diferentes perfiles fisiologicos de la comunidad microbiana del suelo (CLPPs). Este
analisis esta basado en la capacidad de los microorganismos para oxidar diferentes sustratos
carbonados puesto que este método es muy utilizado para diferenciar las comunidades
microbianas presentes en diferentes habitats segun Garland, J. L. (1997).

Dentro del analisis multivariado aplicado a CLPPs el analisis de la componente
principal explico claramente una diferenciacion en dos clusters diferentes para el suelo con
presencia del patdgeno y ausencia del patdgeno. Por tanto el presente trabajo concuerda con

lo observado por Garland, J. L. (1997), Stenberg, B. (1999) y Garcia ef al., (2012) quienes
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observaron que CLLPs es una herramienta sensible para detectar cambios en la perturbacion
del suelo. Este constituye un aporte particularmente interesante de este trabajo ya que CLPPs
demostro ser indicador de cambio vinculado con la presencia del patdgeno.

Por lo expuesto podria decirse que el item de evaluar los perfiles funcionales al nivel de
comunidades microbianas enmarcado en el objetivo de evaluar las variables microbiologicas
como indicadoras de cambio ante la presencia del patdgeno en el suelo fue completado en su
totalidad y ademas mostré ser una variable que podria comportarse como indicadora de
cambio por la presencia del patdgeno entre todas las variables analizadas.

Como proceso de manejo podria esperarse algiin conocimiento de las poblaciones
bacterianas funcionales que son contribuyentes a la supresividad observada. Por lo que
utilizando una metodologia dependiente de cultivo en el analisis del perfil de la utilizacion de
fuentes carbonadas unicas a nivel de comunidades bacterianas del suelo fue posible cumplir
con el objetivo de comprobar un cambio en las comunidades ante la presencia del patdgeno.

Por tanto se registraron modificaciones en la diversidad metabolica de las comunidades
bacterianas del suelo en presencia del patégeno. Esto estaria indicando que la presencia del
patogeno altera al patosistema a nivel metabolico. Se corrobora entonces la hipotesis que
establece la presencia del patdogeno modifica las comunidades bacterianas del suelo.

Finalizando la Discusion General de esta tesis donde se obtuvieron un total de 452
cepas bacterianas de las cuales se seleccionaron aquellas formadoras de endosporas.
Posteriormente se evalud un total de 63 aislamientos bacterianos procedentes del suelo
rizosférico de olivo. Se evalud la capacidad biopesticida in vitro de las bacterias frente a los
principales patogenos radiculares del olivo en la region como son Verticillium dahliae,
Fusarium solani y Phytophthora palmivora. Una vez comprobado el efecto antagonista se
realizo la caracterizacion molecular de la bacteria para su identificacion segun Rossi et al.,
(2006b) y Rossi, M.S. (2011).

Posteriormente se realizé el aislamiento de Phytophthora palmivora de la raiz de olivo.
Luego se continud con la evaluacion de antagonicidad in vivo, en el patosistema olivo-
Bacillus subtilis KJ464036 -Phytophthora palmivora. Se observd que el biocontrol logro
reducir la intensidad o las actividades productoras de enfermedades de un patdégeno o
parasito, mediante la manipulacion del ambiente, del hospedero o de los antagonistas del
patoégeno o plaga que se quiso controlar, por ésto es posible decir que el presente trabajo
propondria una alternativa de biocontrol para olivo.

En este Ultimo caso el biocontrol consiste en la utilizaciéon de un microorganismo

natural, es decir no modificado genéticamente, para reducir los efectos de organismos
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indeseables, favoreciendo al mismo tiempo el desarrollo de los microorganismos

beneficiosos para las plantas.

Finalizando la Discusion General se menciona que los objetivos planteados se
cumplieron en su totalidad y que las hipotesis de estudio fueron corroboradas. Se presentan a
continuacién las Conclusiones Generales y las nuevas Hipdtesis de trabajo surgidas a partir

de esta investigacion.
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CAPITULO 7

“La Tarea Que Emprendo Es Ilimitada
Y Ha De Acompaiiarme Hasta El Fin,
No Menos Misteriosa

Que El Universo Y Yo, El Aprendiz”

Jorge Luis Borges (1899-1986)
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CHAPTER 7

7. Conclusions, Prospects and New
Hypotheses

The study of interactions between PGPR bacteria and their host plants is at the moment
a high-impact point of research. In this work one of these interactions was studied using the
model Olea europaea L - Bacillus KJ464036 via glucanase. Part of this interaction was
characterized by the colonization of the plant by the bacterium and bacterial glucanases

production, which lead to provide the plant of certain level of defense against P. palmivora.

As future prospects, new research hypotheses focused on suppressive soils by
proteomics and data mining are proposed. It will try to find patterns of response of bacterial
consortia with bio-pesticide capacity against the presence of P. palmivora in the olive
rhizosphere. With the understanding that a better knowledge of the suppressive ability of a
soil, being natural or acquired, could improve the health of crops and its use could improve

the condition of crops causing minimal impact on the environment.
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The project under which this work was performed sought to improve health and
promote plant growth by using beneficial microorganisms, organic amendments and plant
extracts, reducing the use of chemical pesticides to achieve sustainable and integrated
management of the agricultural production systems. In view of the above, it is also proposed
to continue the study of bacterial beneficial properties as bio-control agents, with the already
standardized techniques and expanding the spectrum of phytopathogenic fungi that attack the

olive tree. Then we arrived at the following new research objectives:

- Improving the effectiveness of combined applications of biological control agents.

- Developing study models able to integrate all the available information to achieve a

holistic approach to the problem.

- Quick answer to necessary questions to predict how and when the suppression in the soil

occurs and to avoid the effects of possible detriments.

- Identifying consistent and robust parameters to predict the suppressive ability of different

organisms.

7.1. General Conclusion

v The physicochemical, global biological and biochemical evaluation of the soils
together with the evaluation of the health picture of olive groves monitored during the years

2006, 2010 and 2015 were made.

v The isolation of bacterial strains with potential bio-pesticide capacity was obtained.

v The molecular taxonomic identification of selected bacterial isolation for its high

efficiency against the pathogen was performed.
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v The construction of a bacterial strain collection with agricultural applications in the
formulations of inoculants and with biotechnological characteristics for horizontal

transference of genes was performed.

v The generation of knowledge regarding the suppression in the interaction P.

palmivora-B. subtilis KJ464036 was produced.

v Preliminary formulation of an experimental bio-pesticide to control P. palmivora was

begun.

v The beneficial action of B. subtilis KJ464036 would be influenced by the pathogen P.
palmivora; before it, the formulation containing 10° CFU g exerted control over the fungus,

reflected in an improving in the plant growth.

v The bio-controlling action of B. subtilis KJ464036 was reflected in a protective effect

caused by P. palmivora 50 days post-infestation.

v Before Phytophthora palmivora, it was observed heterogeneity in the population of
plants studied in the control of fungus. That behavior was not observed in the growth of other
pathogens analyzed when used the same number of samples, therefore, should be considered

in the construction of future experimental designs in which the same pathogen be studied.

v P. palmivora affected the olive plant, exerting a deleterious effect on that crop,
observed through a high percentage of symptomatic plants at 50 dpi, a significant decrease in
the length of the aerial and radical parts of the plant, as well as a decrease in the aerial and

radical mass regarding the control.

4 The B. subtilis KJ464036 contained in the bio-formulated, again, did not exert any

deleterious effect on olive tree.

v The B. subtilis KJ464036 was able to promote the growth of the olive plant

controlling the pathogenic action of P. palmivora.
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7.2. New Hypotheses:
The creation of new research hypotheses from this thesis was performed. Namely:

As in Chapter 2 a differential metabolic profile was observed in the presence of the
pathogen at the level of bacterial communities of the soil, then it emerges the hypothesis
which states: the high concentration of the pathogen in the soil could be related to the

differential use of some carbonated sources specific by heterotrophic bacteria.

While in Chapter 3 was observed that B. subtilis KJ464036 could play a key role in
working with plants to establish and grow in conditions of plant stress, then it emerges as a
new hypothesis: the level of activity of a non-cultivable bacterial consortium of olive
rhizosphere soil would be related to the response to the presence of P. palmivora in the
rhizosphere. To corroborate this hypothesis, proteomic and data mining techniques would be

proposed.

From the results found in Chapter 4, where the studied suppressive mechanisms were
presented, it emerges as new hypothesis: a further deepening of the induced molecular
mechanism of the enzyme [3-1-3 glucanase in the presence of the pathogen would allow

knowing if a biochemical two components system is involved.

Moreover, from the results found in Chapter 5, where it was evaluated preliminarily the
efficiency of a bio-pesticide, the following new hypothesis emerges: the efficiency of the
experimental bio-pesticide could act against the development of other radical pathogens of

the olive plant with a high level of efficiency.
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