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RESUMEN

Actualmente el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) representa un alimento
de gran importancia a nivel mundial. Dado que su produccién se ve severamente
amenazada por limitaciones bibticas y abidticas, la aplicacion de microorganismos
benéficos del suelo que puedan actuar tanto como bioestimulantes del crecimiento y
desarrollo vegetal, asi como biocontroladores de distintas enfermedades, surge
como una alternativa sostenible. Nuestro grupo de investigacién viene trabajando en
la identificacion y caracterizacion de cepas del género Streptomyces aisladas de la
rizosfera de plantas de soja. El objetivo general de este trabajo de tesina fue analizar
el efecto de la cepa Streptomyces sp. N2A como posible bioestimulante de plantas
de tomate y biocontroladora. Para esto se analizd el efecto de la inoculacién de
semillas con esta cepa en estadios tempranos como la germinacion y luego sobre el
crecimiento y desarrollo de plantas de tomate hasta fruto maduro. Como resultado,
se observo un efecto positivo sobre la germinacion y ademas sobre el tamafo de los
frutos a cosecha, con un incremento del 16 % del rendimiento total. Por otro lado, se
evalué el efecto biocontrolador de Streptomyces sp. N2A frente a la Mancha
Bacteriana (MB) del tomate causada por Xanthomonas vesicatoria y se observé un
mejor estado general de aquellas plantas tratadas con la cepa en estudio y
posteriormente inoculadas con el patégeno bacteriano, aunque no se detectaron
diferencias significativas en los sintomas respecto del control. Estos resultados
permitieron demostrar que la cepa Streptomyces sp. N2A, la cual fue aislada de
raices de soja, mostré un efecto bioestimulante sobre otros cultivos como el de
tomate. El objetivo a largo plazo es desarrollar un bioinsumo para distintos cultivos
que se adapte a las practicas agricolas actuales tendiendo a la sostenibilidad

productiva y reduciendo el uso de agroquimicos.

Palabras clave: Actinobacterias, Biocontrol, Bioestimulante, Mancha bacteriana,

Tomate.



ABSTRACT

Currently, tomato cultivation (Solanum lycopersicum L.) is a food of great importance
worldwide. Given that its production is severely threatened by biotic and abiotic
limitations, the application of beneficial soil microorganisms that can act as both
biostimulants for plant growth and development, as well as biocontrol agents for
various diseases, emerges as a sustainable alternative. Our research group has
been working on the identification and characterization of Streptomyces strains
isolated from the rhizosphere of soybean plants. The overall objective of this thesis
was to analyze the effect of the Streptomyces sp. N2A strain as a potential
biostimulant and biocontrol agent for tomato plants. To this end, the effect of seed
inoculation with this strain was analyzed at early stages, such as germination, and
subsequently on the growth and development of tomato plants until fruit maturity. As
a result, a positive effect was observed on germination and also on fruit size at
harvest, with a 16% increase in total yield. On the other hand, the biocontrol effect of
Streptomyces sp. N2A against bacterial spot of tomato caused by Xanthomonas
vesicatoria was evaluated. An improved overall condition was observed in plants
treated with the strain under study and subsequently inoculated with the bacterial
pathogen, although no significant differences in symptom were detected compared to
the control. These results demonstrated that the Streptomyces sp. N2A strain,
isolated from soybean roots, showed a biostimulant effect on other crops, such as
tomatoes. The long-term objective is to develop a bio-input for various crops that
adapts to current agricultural practices, promoting sustainable production and

reducing the use of agrochemicals.

Keywords: Actinobacteria, Biocontrol, Biostimulant, Bacterial spot, Tomato.



1. INTRODUCCION

1.1 Cultivo de tomate y su valor nutricional.

El tomate (Solanum Iycopersicum L.) es la segunda hortaliza mas importante
producida y consumida a nivel mundial después de la papa, y ocupa el séptimo lugar
en produccidon de cultivos a nivel mundial (Siddiq y Uebersax, 2018). Por su gran
valor nutritivo y propiedades antioxidantes, el tomate tiene un rol preponderante en
la alimentacion humana. Es un alimento bioprotector con un rol beneficioso para la
salud, por lo que su contribuciéon a la dieta es de suma importancia (Viera et al.
2018).

El tomate se consume en diversas formas (fresco o procesado) y representa una
fuente de compuestos bioactivos como aminoacidos esenciales (leucina, treonina,
valina, histidina, lisina, arginina), potasio, acidos grasos monoinsaturados (acidos
linoleico y linolénico), vitaminas A, acido ascérbico (vitamina C), antocianinas y
flavonoides, asi como carotenoides (licopeno y [(-caroteno) y fitoesteroles
(Chaudhary et al. 2018; Ali et al. 2021). Los compuestos bioactivos y metabolitos
secundarios derivados del tomate tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antialérgicas, antimicrobianas, vasodilatadoras, antitrombdticas,
cardioprotectores, y anticancerigenos, entre otras, que se han relacionado con
varios beneficios para la salud humana (Abdel-Razek et al. 2025; Ba et al. 2023). La
composicién nutricional del tomate varia segun el cultivar y las condiciones

ambientales de cultivo.

1.2 Produccion de tomate a nivel mundial y nacional.

El cultivo de tomate se produce ampliamente en los tropicos y regiones subtropicales
con una produccion anual de aproximadamente 192 millones (M) de toneladas (tn)
de tomate fresco a nivel mundial en 2023 (FAO, 2023). Actualmente, China es el
primer productor de tomate del mundo representando el 31% de la produccion total,
seguida de India, Turquia y Estados Unidos. Sin embargo, los principales
exportadores (en valores) de tomates frescos son México, Paises Bajos y Espana,
mientras que entre los importadores se destacan EE. UU., Alemania y Francia. El
mercado exportador de tomate para industria es liderado por Italia, China, Espafa y
EE.UU.


http://ee.uu

Argentina posee condiciones agroecolégicas propicias para el desarrollo del cultivo
de tomate en todo el pais con excepcion de las provincias de la Patagonia y, en
términos de produccion global de tomate, Argentina se posiciona en el décimo sexto
puesto a nivel internacional. Las principales zonas productoras de tomate son las
provincias de Mendoza y San Juan (region de Cuyo) Salta y Jujuy (regién NOA),
Corrientes y Formosa (NEA), Rio Negro, y Buenos Aires, provincia en la cual se
destacan los cinturones horticolas bonaerense y La Plata, Mar del Plata y Sur de Bs.
As. Ademas, estan los cinturones horticolas que se ubican alrededor de las
principales ciudades del pais, incluyendo Rosario y Gran Rosario en la provincia de
Santa Fe, que también contribuyen al abastecimiento de los centros de consumo
que circundan (Fig. 1)
(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-tomate-en-argentina-hast

a-2021-2022.pdf).
Incluso nuestro pais exporta tomate para consumo en fresco, en pocas cantidades,

pero con una tendencia creciente en los ultimos afios, con destino a paises vecinos
como Paraguay, Brasil, Chile y Uruguay. Por lo tanto, en nuestro pais, este cultivo
ocupa una posicion destacada en la agricultura, siendo necesario abordar diversos

desafios para garantizar su productividad y calidad.
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Figura 1. En rojo se marcan las principales zonas productoras de tomate en Argentina. Adaptado de

https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-tomate-en-argentina-hasta-2021-2022.pdf

El consumo del fruto de esta hortaliza es de aproximadamente 16 kg por persona al
afno, tanto en fresco como procesado como salsas o jugos envasados. Para
satisfacer esta demanda, tanto para consumo interno como para exportacidon, en
nuestro pais se utilizan 17.000 ha que generan aproximadamente 1 MTn de tomates,
de las cuales el 60% se destina a consumo en fresco y el 40% restante para
industria (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2022).

La produccién horticola de tomate en Argentina se basa en dos modelos segun el
modo de cultivo. Por un lado, se desarrolla la produccién a campo que tiene como
principal destino la industrializacion de los frutos, pero también se implementan los
cultivos en invernaderos cercanos a los centros de consumo principales. Este tipo de
cultivo se utiliza en contraestacion, segun la zona del pais, para adelantar la
comercializacién del tomate antes del verano (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Pesca, 2022).

1.3 Problematicas actuales en torno a la produccién alimentaria.

Actualmente se proyecta un incremento poblacional mundial de 8.400 millones de
personas para el aino 2028, lo que generara una demanda de alimentos, tanto en
cantidad como en calidad nutricional, debido al aumento en el consumo de bienes y
servicios. Por lo tanto, se proyecta que la produccidén alimentaria por la agricultura
debe crecer un 60% en los proximos 30 afos para satisfacer esa demanda a nivel
mundial (Starobinsky, 2024). De esta manera, la demanda creciente de tomates y
productos derivados ha llevado a un aumento significativo en la produccion.

Frente a esta situacion, y considerando que se estima que solo el 6% del aumento
de la produccidon agricola sera a través de la expansion del uso de la tierra, el
desafio central es una produccidon agropecuaria mas eficiente y sustentable. El buen
crecimiento, desarrollo y estado sanitario de las plantas cultivadas son
indispensables para aquellos sectores relacionados directamente con la produccion,

almacenamiento y distribucion de productos de origen vegetal (Kirschbaum, 2022).

1.4 Factores que afectan el cultivo de tomate.

Dentro de la produccion del tomate, se tienen en cuenta caracteristicas cualitativas o

cuantitativas del fruto dependiendo del destino del producto. Para el mercado del


https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-tomate-en-argentina-hasta-2021-2022.pdf

tomate para consumo fresco, son importantes atributos como el peso del fruto y la
vida poscosecha (VPC) (Cambiaso et al. 2019). Las estrategias de mejoramiento
para extender la VPC de este fruto dependen de variedades que presentan una
maduracion tardia o parcial y mayor firmeza en estado maduro, siendo una
caracteristica que podria mejorarse (Di Giacomo et al. 2023; 2020; Cambiaso et al.
2019). Ademas, los productores se enfrentan a desafios como la gran variabilidad
climatica, déficit hidrico, estrés térmico, salinizacion de los suelos y las
enfermedades originadas por patégenos de distinto tipo, que afectan la fisiologia de
las plantas y en consecuencia la productividad y calidad del cultivo y del fruto
cosechado. Ademas, las practicas agricolas intensivas han comprometido la salud
del suelo y la sostenibilidad a largo plazo
(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-tomate-en-argentina-hast
a-2021-2022.pdf).

1.5 Factores biodticos.

Uno de los principales factores limitantes de la produccion para cualquier cultivo es
el estrés bidtico originado por distintos organismos patégenos. La manifestacion de
enfermedades que afectan el funcionamiento normal de la planta depende de 3
factores que interactuan entre si: 1) el organismo patégeno, 2) el hospedante
susceptible o incapaz de defenderse (la planta), y 3) un ambiente con condiciones
favorables para el desarrollo de la enfermedad (Agrios, 2005; Flores et al. 2012;
Obregén, 2018).

Existe una gran cantidad de organismos fitopatégenos que afectan el crecimiento
adecuado y la productividad de los cultivos de importancia econémica (Agrios,
2005). Algunas enfermedades bacterianas o fungicas suponen una amenaza para
las plantas, reduciendo severamente el rendimiento o incluso devastando campos
cultivados. De esta manera, resulta imprescindible identificar e implementar
estrategias de control a patégenos con el objetivo de disminuir las pérdidas del
rendimiento de cultivos que se producen a nivel local y mundial. La gestion integrada
de enfermedades es una estrategia fundamental para el control eficaz, que se basa
en varias técnicas, desde la utilizacion de genotipos resistentes hasta el manejo, que
intenta reducir al minimo la aplicacibn de productos quimicos

(https://www.koppert.es/cultivos/hortalizas-bajo-cultivo-protegido/tomate/).

Particularmente, el tomate es una de las hortalizas con mayor problematica

fitosanitaria, lo que constituye un factor limitante en su produccion, siendo afectado
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por enfermedades de origen fungico, bacteriano, viral y causadas por nematodos
que pueden afectar la productividad severamente (Alvarez-Hernandez, 2012).

Una de las enfermedades bacterianas de mayor impacto para la produccion de
tomate es la Mancha Bacteriana (MB), una enfermedad devastadora en el tomate y
el pimiento (Capsicum spp.), que crece en condiciones de alta temperatura y
humedad. La MB es de gran importancia econdmica porque causa pérdidas
significativas de rendimiento y reduccién en la calidad de los frutos. La MB es
causada por tres especies del género Xanthomonas: X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans, X. vesicatoria, X. hortorum pv. gardneri
(Osdaghi et al. 2021).

El patégeno puede afectar a toda la parte aérea de la planta de tomate, provocando
una reducciéon de la productividad por destruccion del follaje y caida prematura del
fruto. Ademas de los dafios indirectos por la pérdida del follaje, cuando la infeccion
es intensa, el rendimiento de cultivo puede verse disminuido hasta un 44% (Osdaghi
et al. 2021). La sintomatologia puede observarse tanto en hojas como en el fruto,
reduciendo la productividad del tomate tanto para el procesamiento industrial como
para el mercado de productos frescos. Los campos de produccion de tomate pueden
verse gravemente afectados por la MB, siendo lugares con condiciones ambientales
favorables para el desarrollo de la enfermedad (Araujo et al. 2012; Pernezny et al.
2012). En Argentina, la MB se presenta en todas las zonas productoras de tomate,
siendo X. vesicatoria una de las principales especies detectadas en los lotes (Bianco
et al. 2023).

Desafortunadamente, la MB es extremadamente dificil de controlar con éxito cuando
se establece en un lote productivo de tomate (Strayer-Scherer et al. 2018), siendo un
desafio para la produccion de esta hortaliza. A pesar de conocerse genes de
resistencia a este patdgeno, incluidos Bs4 (Schornack et al. 2004), Bs2 (Leister et al.
2005), Bs3 (Romer et al. 2007), SIPub24 (Liu et al. 2021) y Rx4 (Zhang et al. 2021),
que confieren resistencia contra el agente causal en tomate y pimiento;
generalmente no hay cultivares resistentes disponibles para produccion. Por otro
lado, el control quimico tiene baja efectividad cuando las condiciones son favorables
para el desarrollo de la MB y ademas su uso excesivo ha llevado al desarrollo de
cepas de Xanthomonas resistentes al cobre (Pernezny et al. 2012; Abbasi y
Weselowski, 2015).



1.6 Desafios y oportunidades.

Hoy en dia, frente a problematicas ambientales de dimension regional, nacional y
mundial, los productores tienen la oportunidad de avanzar hacia formas de manejo
basadas en el desarrollo y produccion sustentables. Partiendo de una economia
sostenible, la generacién de insumos agropecuarios de origen biolégico (bioinsumos)
que permiten la utilizacion de recursos naturales genera una reduccion de los
impactos ambientales negativos en contraposicion con los productos de origen

quimico (Starobinsky, 2021).

1.7 Bioinsumos.

Una alternativa sustentable, que ha mostrado ser efectiva en amplio numero de
especies vegetales cultivadas, son los productos bioldgicos compuestos por
microorganismos 0 macroorganismos, o los compuestos o extractos generados por
ellos, como promotores del crecimiento vegetal (bioestimulantes) y/o agentes de
control biolégico (biocontroladores) para prevenir o controlar enfermedades

causadas por la infeccion de patégenos en plantas cultivadas (SENASA, 2023).
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Figura 2. Diagrama esquematico de los mecanismos de las PGPR. Adaptado de Goswami et al.
(2016) y Vurukonda y Stefani (2018).

Los microorganismos PGPR (del inglés Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) son
aquellas bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal que suponen
efectos beneficiosos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. Estos
organismos pueden ser enddfitos, es decir que viven dentro de los tejidos vegetales
o pueden alojarse en la rizosfera, que es el volumen del suelo en proximidad a las
raices (1 a 5 mm) (Goswami et al. 2016). Estas bacterias han sido muy estudiadas
por su capacidad de mejorar la productividad agricola mediante diferentes
mecanismos, directos o indirectos, que actuando en sinergia generan beneficios en
la planta (Fig. 2).

Los mecanismos directos de las PGPR, que logran una mejora en la provision de
nutrientes a las plantas, contribuyen al crecimiento vegetal. Esto se logra al
incrementar la disponibilidad de estas sustancias nutritivas o porque producen otras
que influyen de manera positiva. Como se observa en la imagen, las PGPR se
caracterizan por la fijacion de nitrogeno, tanto simbidtica como no simbidtica, por la
solubilizacion de fosfatos y minerales y por la produccion de siderdforos y
fitohormonas como acido indolacético (AlA), citoquininas y giberelinas (GAs). Estos
procesos facilitan la absorcidn de nutrientes esenciales y estimulan el crecimiento de
raices, promoviendo una mayor biomasa vegetal (Ebrahimi-Zarandi et al. 2022;
Andrade et al. 2023). Ademas, los microorganismos PGPR pueden inducir
mecanismos de proteccién en las plantas frente a factores abidticos, mediante la
modulacién de factores de estrés vegetal que pueden influir, por ejemplo, en la vida
poscosecha del fruto de tomate (Marques et al. 2024). Por otro lado, las PGPR
estimulan mecanismos indirectos que le dan proteccion a las plantas frente a estrés
biético como la infeccién de patégenos o también pueden promover el crecimiento
(Newitt et al. 2019). La accién de multiples mecanismos es comun en PGPR
logrando asi un beneficio para la planta (de Andrade et al. 2023).

Hasta el presente, el desarrollo y uso de bioinoculantes ha sido enfocado
principalmente sobre géneros bacterianos promotores de crecimiento de las plantas
como ser Rhizobium, Bacillus y Pseudomonas. Los bioinoculantes mas utilizados en
la actualidad estan basados principalmente en aquellas especies de rizobacterias
fijadoras de nitrégeno.

Las actinobacterias, principalmente del género Streptomyces, son bacterias Gram

positivas del suelo productoras de mas de la mitad de los productos naturales de uso



terapéuticos incluyendo importantes antibacterianos y antifungicos. Por este motivo,
estas bacterias han sido ampliamente estudiadas y usadas por las industrias
farmacoldgicas principalmente para la produccion de antibidticos, antifungicos y
compuestos de uso terapéutico. Ademas de producir estos compuestos, las
actinobacterias que estan presente en la rizésfera, incluso siendo algunas de ellas
endofiticas de plantas, ejercen efectos de promocién del crecimiento vegetal de
manera directa o indirecta mediante diversos mecanismos tales como produccion de
fitohormonas (acido indol acético, aminociclopropano carboxilato), produccion de
sideroforos, fijacion de nitrégeno (principalmente por bacterias del género Frankia),
solubilizacion del fosfato y produccion de antifungicos y exoenzimas como quitinasas
(Vurukonda y Stefani, 2018). Sin embargo, hasta el presente existen pocos
bioinsumos en el mercado formulados a partir de actinobacterias del género
Streptomyces (Mycostop, Actinovate) (Devi et al. 2022); y en particular ninguno de
estos se comercializa en nuestro pais. Hasta el presente se han publicado algunos
estudios de biocontrol realizados en plantas de tomate que involucran Streptomyces,
pero se encuentran enfocados en los patégenos Fusarium oxysporum (Zheng et al.
2019), Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (Dias et al. 2017), Alternaria
solani (Devi et al. 2022) y muy pocos en la interaccion tomate-X. vesicatoria (Abbasi
et al. 2019; Vurukonda et al. 2021; Kawicha et al. 2023).

1.8 Antecedentes del grupo de trabajo.

Desde hace unos afos nuestro grupo de trabajo viene estudiando cepas del género
Streptomyces aisladas a partir de plantas de soja donde demostramos la capacidad
promocién de crecimiento en plantas de soja y proteccion del cultivo frente a hongos
fitopatogenos (Villafafie et al. 2024; 2025). Estas cepas se seleccionaron en base a
su compatibilidad con Bradyrizobium japonicum y distintas propiedades promotoras
de crecimiento vegetal como sintesis de fitohormonas, solubilizacion de fosfato,
produccion de sideréforos y compuestos con propiedades antifungicas y
antagonismo frente a bacterias Gram positivas (Villafane et al. 2024).

Se analizé la interaccion de la cepa bacteriana con plantas de soja desde la
germinacion, observando una promocion de parametros de crecimiento y desarrollo,
hasta rendimiento, en condiciones de invernadero y finalmente a campo (Villafafie et
al. 2024). Ademas, se estudi6 el efecto protector utilizando dos pato-sistemas
patégeno fungico- soja (Villafafie et al. 2025). En estos estudios demostramos al

menos dos mecanismos por los cuales estas bacterias protegen a las plantas de
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soja, directamente por la produccion de antifungicos e indirectamente induciendo la
respuesta de defensa (Fig. 3).

En base a los resultados obtenidos para el cultivo de la soja, tanto como
bioestimulantes como biocontroladores de patégenos fungicos, nos proponemos
analizar el efecto del tratamiento con esta bacteria en otro cultivo de interés para la
region como lo es el cultivo de tomate. Los resultados del presente trabajo
aportarian nuevos conocimientos necesarios para el desarrollo a futuro de
bioinsumos a base de estas bacterias y permitird su potencial transferencia
tecnologica para suplir la actual necesidad de reemplazar los fertilizantes y

antifungicos de uso en la produccion agricola, por una herramienta mas sustentable.

Figura 3. Caracteristicas in vitro de la cepa Streptomyces sp. N2A aislada de la rizosfera de plantas
de soja (Villafarie et al. 2024).

Por lo tanto, en esta tesina nos planteamos las siguientes hipotesis (H):
H1) El tratamiento de las semillas con una cepa de Streptomyces aislada de la
rizésfera de plantas de soja promueve el crecimiento, desarrollo y rendimiento de

cultivos de interés agronomico, como el tomate.



H2) La promocién del crecimiento y desarrollo de plantas de tomate inducida por la
cepa de Streptomyces mejora la calidad nutricional y vida poscosecha de los frutos
de tomate.

H3) El tratamiento de las semillas de tomate con cepa de Streptomyces induce un
mecanismo de defensa tipo “priming” que mejora el desempeno de la planta para la

defensa contra un patégeno.

Objetivo General.

El objetivo general de esta tesina es analizar el efecto del tratamiento con la cepa
Streptomyces sp. N2A sobre parametros de crecimiento, desarrollo y rendimiento de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.). Ademas, se propone analizar la
proteccion inducida por este tratamiento como agentes de control bioldgico frente a

un patégeno que causa una enfermedad de impacto sobre este cultivo.

Objetivos especificos.

1. Analizar el efecto del tratamiento con la cepa Streptomyces sp. N2A como
promotora de crecimiento, desarrollo y rendimiento de plantas de tomate desde la
germinacion de la semilla hasta la cosecha, bajo condiciones de camara de
crecimiento e invernadero.

2. Estudiar el efecto de este tratamiento sobre la calidad nutricional, vida
poscosecha y sanidad de los frutos de tomate.

3. Identificar un cultivar de tomate susceptible al patdégeno bacteriano X. vesicatoria,
a partir de la caracterizacion de un set de cultivares disponibles. Analizar el efecto de
la cepa Streptomyces sp. N2A como potencial agente de biocontrol frente a X.

vesicatoria, agente causal de la mancha bacteriana.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico.

El material bioldgico utilizado en esta tesina esta detallado en la Tabla 1. La cepa de
Streptomyces sp. N2A, aislada e identificada a partir de estudios genémicos como
una nueva especie segun Villafafie et al. (2024), fue crecida en el medio de cultivo
ISP2 (International Streptomyces Project 2: extracto de levadura 4 g/I; extracto de
malta 10 g/l; glucosa 4 g/l; agar 15 g/l) (Osato et al. 1955), con agitacién constante a
180 rpm en bafo termostatizado a 30 °C por 48 h, partiendo de esporas guardadas a
-80 °C para la obtencién de micelio (Bercovich et al. 2022).

El patdégeno bacteriano utilizado para el ensayo de biocontrol, X. vesicatoria, fue
crecido en el medio de cultivo liquido PYM (peptona-extracto de levadura-extracto de
malta): extracto de levadura 3 g/l; extracto de malta 3 g/I; peptona 5 g/l, glucosa 10
g/l , agar 20 g/l (Cadmus et al. 1976), a 28 °C durante 48 h en un agitador a 200 rpm.
El principal cultivar de tomate utilizado en esta tesina y sobre el cual se realizaron
todos los ensayos es UCO/14 que es un cultivar comercial (para consumo fresco o
procesado), de crecimiento indeterminado y fruto tipo perita, desarrollado por INTA
La Consulta.

Los 5 cultivares de Solanum lycopersicum var. lycopersicum, y el cultivar de S.
pimpinellifolium que figuran en la tabla fueron utilizados en el andlisis de
susceptibilidad frente a X. vesicatoria (apartado 2.5.4). Estos cultivares fueron
seleccionados en base a la ausencia de uno o mas genes de resistencia frente a X.
vesicatoria.

El cultivar OH88119, de origen EE. UU., produce tomates para consumo procesado
y es frecuentemente utilizado en cruzamientos como progenitor para el estudio e

introduccién de genes de resistencia en otras lineas de tomate.
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Tabla 1. Material biologico utilizado en esta tesina.

Material Ensayo Referencia / fuente

Analisis de germinacion,
Tomate (Solanum lycopersicum promocion de crecimiento
var. lycopersicum) cv. UCO/14. y calidad de fruto, vy
analisis de biocontrol.
Tomate (S. lycopersicum var. Cedidos por Dr.
lycgperSIcum) cv. Galln_as, CV. Analisis de susceptibilidad Rodrlguez G. y Dr
Caimanta, cv. Alisa Craig y cv. frente a X. vesicatoria Cambiaso, V.
Money Maker. ’ ’ (FCA-UNR).
S. pimpinellifolium var. LA0722.
Analisis de susceptibilidad
frente a X. vesicatoria y
analisis de biocontrol.

Tomate (S. lycopersicum var.
lycopersicum) cv. OH88119

Streptomyces sp. N2A Villafafie et al. (2024)
Cedido por Dra.
Xanthomonas vesicatoria Marano M. R.

(IBR-Conicet).

2.2 Tratamiento general de las semillas.

Para todos los ensayos que se describen en esta tesina, independientemente del
cultivar, se realizé el mismo tratamiento de las semillas de tomate con la cepa
bacteriana Streptomyces sp. N2A. EI mismo se realizé utilizando un cultivo con 10°
UFC/ml de la cepa junto con el protector bacteriano PROTEGE TS® (10 ml/50 kg
semilla de protector) en proporcion 1:1 segun Bercovich et al. (2022). Para el
tratamiento control (C) se utilizé agua destilada y protector en la misma proporcion
antes mencionada. Los tratamientos se realizaron en tubos Eppendorf manteniendo
las proporciones mencionadas, sumergiendo las semillas durante 1 h y agitando

cada 10 min para asegurarse una correcta distribucion del inoculante (Fig. 4).

Figura 4. Semillas de tomate en tubos Eppendorf sumergidas en el tratamiento correspondiente.



2.3 Analisis del efecto sobre la germinacion.

Este ensayo se realizo siguiendo las condiciones estandarizadas establecidas en
las reglas ISTA (ISTA 2022). Se utilizaron dos tratamientos, segun el apartado 2.2,
con un disefio completo al azar utilizando semillas del cv. UCO/14. Para cada
tratamiento se tomaron 100 semillas y se distribuyeron en 4 repeticiones,
representadas por bandejas plasticas. Sobre cada bandeja plastica que contenia
arena humedecida con agua destilada, se sembraron las semillas en 3 filas y se
cubrieron con 1-2 cm de arena humeda sin compactar. Finalmente, las bandejas
fueron cubiertas con bolsas de nylon e incubadas en camara de crecimiento a 27 °C
con fotoperiodo de 12 h, durante 14 dias.

Para evaluar la germinacién de las semillas, se aplicaron las tres categorias
definidas por ISTA: plantulas normales (completas, con defectos menores o con
infecciones  secundarias), plantulas anormales (danadas, deformadas,
desbalanceadas o en estado de pudricidn) y semillas no germinadas (duras, frescas
o muertas). El porcentaje de germinacion (% G) se determin6 a partir del N° de
semillas que produjeron plantulas normales.

Se realizaron dos réplicas bioldgicas de este ensayo, utilizando dos lotes de semillas
con distintas fechas de origen (lote 1 proveniente de la campana 21/22 y lote 2,

proveniente de la campafia 22/23).

2.4 Evaluacion de promocion de crecimiento.

Para este ensayo se utilizé un diseno completamente aleatorizado (n=20) con los
tratamientos N2A y C, segun el apartado 2.2, utilizando a la planta como unidad
experimental (Fig. 5). Se sembraron 40 semillas por tratamiento y a los 40 dias se
realizé el trasplante, en base a la disponibilidad de espacio en el invernadero, de 20
plantas a macetas de 10 | con mezcla de sustrato organico:perlita:tierra (1:1:1). El
ensayo se realizo en el invernadero de la seccion Horticultura de la FCA-UNR en
condiciones controladas ya que la temperatura siempre se mantiene entre los 15° C
y 30° C debido al sistema de refrigeracion y calefaccidén, con un fotoperiodo
asegurado de 14 h de luz debido a las luces LED complementarias. Se suministro el
riego por goteo y se realizo el tutorado correspondiente. Se realizaron dos campanas
de este ensayo (2022 y 2023) las cuales tuvieron una duracion aproximada de seis

meses (Fig. 6).
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ANALISIS DE

PARAMETROS DE

INOCULACION CRECIMIENTO Y ANALISIS
Y SIEMBRA DESARROLLO COSECHA ESTADISTICOS
DIAS POST
)fRASPLANTE
13/07/22 TRASPLANTE ANALISIS DEL 10/01/23

15/07/23 PESO SECO 14/01/24

@ CAMPARNA 2022 Y 2023

@ CcAMPANA 2023

Figura 5. Esquema representativo del desarrollo experimental del ensayo. La escala numérica negra
representa los dias postrasplante (dpt), y las fechas de inicio y fin corresponden a las dos campafas
realizadas. Las semillas fueron inoculadas segun el tratamiento descrito en el apartado 2.2, se
sembraron y dos meses después fueron trasplantadas. Hasta los 40 dpt se midieron parametros
asociados al crecimiento y desarrollo vegetal en todas las plantas. A partir de la cosecha, se comenzé
el analisis de rendimiento y de vida poscosecha. Durante este tiempo se realizaron analisis de calidad
de fruto a partir de la cosecha de frutos. Al finalizar la cosecha, se realiz6 el analisis del peso seco y
el tratamiento para conservar las semillas.

Figura 6. A) Semillas previamente inoculadas con los tratamientos, indicados por los sefaladores
plasticos, sembradas en bandeja plastica. B) Plantas de tomate trasplantadas a macetas.



2.4.1 Parametros de crecimiento y desarrollo.

Se evalué semanalmente y hasta los 40 dias postrasplante (dpt) la longitud entre el
2° y 3° nudo, el perimetro basal, medio y apical del tallo, el numero (N°) de flores por
inflorescencia y el N° de flores iniciadas. A comienzos de floracidn y fructificacion se

evaluaron los siguientes parametros fotosintéticos: eficiencia del fotosistema 2

(Phi2), clorofila (SPAD), temperatura y espesor de hoja con el equipo MultispeQ V2.0
(Kuhlgert et al. 2016) (Fig. 7).

Figura 7. A) Evaluacién de parametros fotosintéticos sobre hoja de tomate con el instrumento
MultispeQ V2.0. B) Plantas de tomate en floracion. C) Plantas de tomate en formacion de fruto.

2.4.2 Rendimiento.

La evaluaciéon del rendimiento se basé en la totalidad de frutos producidos por cada
planta de tomate. Se realizd la cosecha en forma escalonada cuando los frutos
alcanzaron el estado pintén, definido asi al momento de presentar un 10 % de la
superficie del fruto con el color de madurez segun Giovannoni (2004). Cada fruto fue
pesado en una balanza analitica y la forma del mismo se determiné a partir del
cociente entre la altura y el diametro medido con un calibre manual. Esto permitio

estimar el rendimiento individual por planta y compararlo entre tratamientos (Fig. 8).
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Figura 8. A) Evaluacién del peso de un fruto de tomate con balanza analitica. B) Evaluacion de la
altura de un fruto de tomate con un calibre manual.

2.4.3 Parametros de calidad de fruto.

Todos los frutos de cada planta (exceptuando 3 frutos por planta utilizados para el
analisis de vida poscosecha), fueron analizados bajo parametros de calidad y
morfologia de fruto (Gomez-Bellot et al. 2021) (Tabla 2). Se midié el color de los
frutos, y tomando tres lecturas en la zona ecuatorial de cada fruto al utilizar un
cromametro CR 300, se obtuvieron valores del indice a/b, siendo a y b absorbancias
a longitud de onda de 540 y 675 nm, respectivamente. Se midi6 la dureza (Ib/cm2)
tomandose dos lecturas en la zona ecuatorial de cada fruto con un Durémetro Shore
A con una puntera de 0,10 cm?. Se realizé un corte transversal a los frutos y con un
calibre manual se midi6é el N° de loculos y el espesor del pericarpio. Se procesaron
los pericarpios de los frutos y se obtuvo el jugo homogeneizado, al que se le midio el
pH, los sdlidos solubles y la acidez titulable. El contenido de sélidos solubles en °Brix
se midié con un refractometro manual y la acidez titulable fue medida como gramos
de acido citrico cada 100 g (a partir del volumen de NaOH 0,1 N) que son necesarios
para llevar a 8,1 el pH de 2 g de jugo disueltos en 20 ml de agua destilada
(Rodriguez et al. 2005).



Tabla 2: Parametros morfolégicos y de calidad de fruto y el instrumental utilizado.

Parametro Espesor del Contenido en Acidez
. Color: a/b Dureza pericarpioy N° sélidos pH titulable
analizado .
de léculos solubles
Refractometro Bureta,
Inst ¢ Cromametro Durémetro Calib | manual H-met agitador
nstrumento  ~p 300 Shore A alibre manua pH-metro magnético
y pH-metro
Imagen

El analisis de la Vida Poscosecha (VPC) o vida util se realiz6 estacionando tres
frutos por planta en una repisa bajo condiciones controladas de temperatura (25 °C)
(Cambiaso et al. 2019). Luego se midid la VPC de cada fruto segun los dias
transcurridos desde la cosecha hasta el deterioro, que se evidencia por sintomas
como arrugas y ablandamiento. Se examinaron los frutos cada 3 dias y se
descartaron los deteriorados, anotando los dias de VPC que alcanzaron los frutos de

cada tratamiento.

2.4.4 Peso seco.
Al final de la cosecha, se evalu6 el peso seco de la parte aérea de cada planta para

ambos tratamientos. La parte aérea de cada planta se cortd y se clasific en tres
bolsas de papel independientes separando los foliolos, el tallo principal y las ramas.
Luego, las bolsas se dispusieron en una estufa a 70 °C por 72 h y se pesaron en una
balanza analitica para obtener el peso seco de cada estructura (foliolos, tallo y

ramas), y asi calcular el peso seco total de cada planta.

2.4.5 Preservacion de semillas.

A partir del volumen total (ml) de pulpa que contenia las semillas de cada
tratamiento, se agregd un volumen de acido clorhidrico al 25 % (v/v) por 30 min.
Luego las semillas se colectaron con un colador y se suspendieron en 10 ml de
fosfato trisddico (TSP) al 10 % (p/v) por 20 min. Se volvieron a colar y se secaron
sobre una servilleta de papel para luego ser pesadas y guardadas en sobres

etiquetados (Fig. 9).



Figura 9. A) Fruto de tomate cortado en mitades. B) Pulpa de un tomate del tratamiento N2A,
representado como “A”. C) Pulpa de todos los tomates del tratamiento N2A analizados en la primera
tanda.

2.5 Analisis del biocontrol de Streptomyces sp. N2A frente a X. vesicatoria,

causante de la MB

2.5.1 Inoculacion del patégeno.

EVALUACION DE SINTOMAS
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Figura 10. Esquema representativo del desarrollo experimental de todos los ensayos de biocontrol en
el tiempo. Se realizd la inoculacion de semillas para cada tratamiento, luego fueron sembradas y
posteriormente trasplantadas a vasos de plastico. Se inoculé el patégeno mediante el hisopado en la
3° y 4° hoja alterna totalmente expandidas. A partir de los 3 dias postinoculacién (dpi), se realiz6 la
evaluacion de sintomas.



A continuacion, se describe la técnica de inoculacion del patégeno utilizado en los
ensayos de biocontrol. X. vesicatoria, se crecidé por 48 h en medio liquido (segun
apartado 2.1) y luego el cultivo se centrifugd por 3 min a 8.000 rpm. Posteriormente,
el pellet se resuspendié en 10 mM MgCI, ajustando la DOgy., @ 0,1 mediante
espectrofotometria (equivalente a una concentracion bacteriana de 10° UFC/ml)
(Vurukonda et al. 2021) (Fig. 10).

Las plantas de tomate provenientes de los tratamientos N2A y C, fueron crecidas en
vasos plasticos de 330 cm? por 30 dias y se inocularon con X. vesicatoria cuando las
hojas se encontraron totalmente expandidas segun Vurukonda et al. (2021) (Fig. 11).
La inoculacidon de X. vesicatoria se realizé a través de hisopado del in6culo en el
envés de la 3° y 4° hoja alterna de cada planta segun Chiesa et al. (2019).

Luego todas las plantas se colocaron en bandejas separadas por la condicion
(inoculadas y no inoculadas con el patégeno) y segun el tratamiento (N2A y C).
Segun la condicion, las bandejas se dispusieron en un ambiente cerrado bajo una
cubierta de nylon para controlar la humedad relativa. Las bandejas se mantuvieron

dentro del invernadero de la seccién Fisiologia Vegetal (FCA-UNR) bajo condiciones

naturales de fotoperiodo y temperatura (18-35 °C) (Fig. 12).

Figura 11. A) In6culo de X. vesicatoria luego de las 48 h de crecimiento en medio de cultivo. B)
Cultivo de X. vesicatoria luego de sucesivas centrifugaciones y resuspendido en MgCl,. C)
Inoculacion del patdgeno a través del hisopado en el envés de la 3° y 4° hoja alterna del tomate. D) 3°
y 4° hojas alternas inoculadas.



Figura 12. A) Plantulas de tomate en bandeja de siembra préximas al trasplante. B) Plantas de
tomate postrasplante dispuestas en dos bandejas segun los tratamientos. C) Plantas en ambiente
controlado por nylon.

2.5.2 Evaluacion de la severidad de la enfermedad.

Se evalud la severidad de la MB desde los tres y hasta los 24 dias postinoculacion
(dpi) siguiendo una escala descriptiva de sintomas que va de 0 a 4 establecida en
Vurukonda et al. (2021):

0 = sin sintomas;

1=1a10 manchas en 1 a 3 hojas;

2 =11 a 30 manchas en 4 a 10 hojas;

3 = mas de 30 manchas y algo de necrosis confluente en 5 a 20 hojas;

4 = necrosis confluente en mas de 20 hojas o desecacion de ramas.

Ademas, se analizaron el N° de foliolos con sintomas de cada hoja y el N° de

lesiones totales en cada hoja.

2.5.3 Analisis de la capacidad biocontroladora de Streptomyces sp. N2A en el
cultivar UCO/14.

Siguiendo la técnica descrita en los apartados 2.5.1 y 2.5.2, se realiz6 el andlisis de
biocontrol de Streptomyces sp. N2A frente a X. vesicatoria en el cultivar utilizado
para todos los ensayos de germinacion y promocion de crecimiento: UCO/14. Se
utilizaron 25 plantas por tratamiento que fueron inoculadas con X. vesicatoria.
Ademas, como parametros asociados a crecimiento y desarrollo, se analizaron el N°
de nudos en 3 momentos de evaluacion (0, 7 y 14 dpi) y la biomasa total al final del

ensayo para todas las plantas inoculadas con el patégeno.



2.5.4 Busqueda de un cultivar susceptible a la enfermedad MB causada por X.

vesicatoria.

Con el objetivo de encontrar un genotipo de tomate susceptible frente al patégeno X.
vesicatoria, se decidié evaluar un set de distintos cultivares disponibles (Tabla 1). Se
aplicdé el mismo protocolo descrito en los apartados 2.5.1 y 2.5.2, y se realizd un
ensayo que incluyo 6 cultivares de S. lycopersicum L.y 1 de S. pimpinellifolium. Se

analizaron 10 plantas de cada genotipo sin tratamiento previo.

2.5.5 Anadlisis de la capacidad biocontroladora de Streptomyces sp. N2A en el
cultivar OH88119.

A partir de los resultados del ensayo descrito en el apartado 2.5.4, en el que surgio
un cultivar susceptible a X. vesicatoria, se realizd el ensayo para evaluar la
capacidad biocontroladora de Streptomyces sp. N2A frente a dicho patégeno en el
cultivar seleccionado. Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.5.1y 2.5.2,
se utilizaron 30 plantas por tratamiento (N2A y C) y por condicién (inoculada y no
inoculada con X. vesicatoria).

Ademas, durante el ensayo se evaluaron parametros de crecimiento y desarrollo de
las plantas de ambos tratamientos (N2A y C). Para esto, se midi6 el N° de nudos en
el tallo principal, N° de flores totales hasta 18 dpi y N° de frutos totales hasta 27 dpi
en todas las plantas. También, como parametros fotosintéticos, se midieron a 14 dpi
eficiencia del fotosistema 2 (Phi2), clorofila (SPAD) y Flujo lineal de electrones (FLE)
para cada tratamiento y condicion. Al finalizar el ensayo, se evaluo el peso seco de
la parte aérea de cada planta, del mismo modo que en los ensayos de promocion de

crecimiento, para obtener la biomasa total.

2.6 Analisis estadisticos.

Los datos obtenidos presentaron una distribucién normal debido a un analisis de
residuos mediante el test Shapiro-Wilk (p>0.05). De esa manera fueron sometidos a
analisis de la varianza (ANOVA) con réplicas/campanas, condiciones y tratamientos
como fuentes de variacion. Todos los ensayos, excepto el analisis de susceptibilidad
(apartado 2.5.4), fueron realizados en un mismo cultivar por lo tanto la variable
cultivar no se analizd. Las medias se compararon a través del analisis de minimas
diferencias significativas (LSD). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el

paquete estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2020).



3. RESULTADOS
3.1 Andlisis del efecto sobre la germinacion.

Con el fin de estudiar el efecto bioestimulante del tratamiento con Streptomyces sp.
N2A en plantas de tomate (etapa temprana), inicialmente analizamos el efecto del
tratamiento bacteriano sobre la germinacién de las semillas y formacion de plantulas
normales. El analisis de los resultados de dos réplicas biolégicas mostro diferencias
significativas entre las réplicas realizadas, por lo cual se procedié al analisis

independiente de cada réplica (Tabla 3).

En la primera réplica, los resultados mostraron que las semillas con el tratamiento
N2A presentaron diferencias significativas con respecto al % G, aumentando un 44
% la cantidad de plantulas germinadas y consideradas normales con respecto al C.
Esta primera réplica fue realizada con semillas almacenadas de la campafa 21/22,
donde se puede observar que los resultados de % G en las semillas con el
tratamiento C son significativamente mas bajos (Fig. 13).

La segunda réplica del ensayo de germinacion, realizada con semillas de la
campafia 22/23, mostréo que las semillas tratadas con N2A presentaron un % G
significativamente mayor al tratamiento C. Mientras que las tratadas con N2A
alcanzaron un 80% del % G, el tratamiento C alcanzé un 61 %, lo que se expresa en

una diferencia del 21 %.

Figura 13. A) Plantulas germinadas provenientes del tratamiento N2A y B) Clasificacion de las
plantulas provenientes de semillas no germinadas, plantulas normales y anormales.



Tabla 3. Parametros asociados a germinacién para cada tratamiento, analizados en
dos réplicas biologicas.

Parametros asociados a germinacion

Tratamiento % Germinacion
C 19,00 + 5,37 b
Réplica 1
N2A 63,00 £ 5,37 a
C 61,33+6,20b
Réplica 2
N2A 80,00 £6,20 a
C 40,17
N2A 71,50

*%

Tratamiento
*%

Réplica

*

Tratamiento*Réplica

Los valores representan el promedio de la réplica biolégica correspondiente + EE (error estandar).
Las letras diferentes indican diferencias significativas segun LSD test de Fisher (p < 0,05).
*Diferencias al 0,05. **Diferencias al 0,01.

3.2 Analisis del efecto de Streptomyces sp. N2A sobre el crecimiento y

desarrollo vegetal en plantas de tomate.

Posteriormente, se siguié el analisis de los distintos parametros vinculados al
crecimiento y desarrollo, rendimiento y calidad de los frutos, la VPC y la biomasa

acumulada luego de trasplantar las plantulas germinadas a macetas de 10 I.
3.2.1 Evaluacion del efecto sobre parametros de crecimiento y desarrollo.

Para determinar si Streptomyces sp. N2A promovia el crecimiento y desarrollo de las
plantas en estadio vegetativo y a comienzos del estadio reproductivo, se evaluaron
parametros morfologicos y fotosintéticos de las plantas de tomate en dos camparas
(2022 y 2023). Luego del analisis de los resultados, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos tratamientos para la longitud del entrenudo entre el 2° y el
3° nudo y el perimetro basal, medio y apical del tallo. Tampoco se observaron
diferencias entre tratamientos sobre el N° de flores totales iniciadas a 30 dpt. No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al peso

seco total (biomasa) de la planta (Tabla 4).



Tabla 4. Parametros de crecimiento y desarrollo en plantas.

Parametro de crecimiento y desarrollo

) Longitud Perimetro Perimetro Perimetro N°flores a .
Tratamiento entrenudos basal medio apical 30 dot Biomasa
2°.3° (cm) P P
C 248+0,15a 3,15+0,11a 3,07+0,07a 1,22+0,04a 13,36 +0,46a 17,39+1,254a
N2A 273+0,15a 3,01 +0,11a 2,93+0,07a 1,12+0,04a 13,39+045a 17,86 +1,25a

Biomasa medida a cosecha, el N° de flores a 30 dpt y los demas parametros a 40 dpt. Los valores
representan el promedio de dos campanas * EE (error estandar). Las letras diferentes indican
diferencias significativas segun LSD test de Fisher (p < 0,05).

Los resultados del analisis de parametros fotosintéticos no presentaron diferencias
estadisticamente significativas para los parametros de espesor de hoja, eficiencia en
el fotosistema 2 (Phi2), contenido de clorofila (SPAD) y temperatura, en ambos

momentos de medicidn, para los dos tratamientos en cuestion (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros fotosintéticos para ambos tratamientos en estadios de floracion
y formacioén de frutos.

Parametros fotosintéticos

Espesor de Temperatura

Tratamiento Estadio . . Phi2 SPAD
hoja de hoja
C 0,54+007a 3,77+134a 0,31+0,02a 41,06 + 3,06 a
Floracion
N2A 0,45+0,07a 255+1,48a 0,29+0,02a 37,47 £ 3,18 a
C y 094+0,17a 3,17+x137a 0,02+0,003a 38,56+ 1,61a
Formacion
N2A de frutos 1,22+0,17a 284+150a 0,02+0,003a 3841+1,61a

Los valores representan el promedio de una réplica bioldgica + EE (error estandar). Las letras
diferentes indican diferencias significativas segun LSD test de Fisher (p < 0,05).

3.2.2 Rendimiento.

Luego del analisis de los parametros de crecimiento y desarrollo, se procedié a
cuantificar el rendimiento de las plantas, analizado en dos campafias, mediante la

produccion total de frutos por planta.

Los resultados de rendimiento fueron consistentes entre campafias ya que no se
detectaron diferencias atribuibles a la variabilidad entre el afio 2022 y 2023. El
analisis de la cantidad de frutos obtenidos por planta no arrojo diferencias

significativas entre los dos tratamientos (N2A y C) (Fig. 14-A).



Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas en el peso unitario de
frutos, siendo mayor el obtenido de frutos de las plantas tratadas con N2A. Aquellos
frutos provenientes del tratamiento bacteriano pesaron en promedio 51,12 g,
mientras que los frutos del tratamiento control promediaron los 46,75 g, lo que

representa un 9 % de aumento para el tratamiento N2A (Fig. 14-B).

A partir de estos resultados, se calcul6 el rendimiento (gramos totales por planta) de
cada tratamiento y se obtuvo una diferencia significativa en los gramos producidos
por planta, siendo mayor el de las plantas que fueron tratadas con N2A. Mientras
que las plantas del tratamiento C produjeron en promedio 308,77 g por planta, las
plantas con el tratamiento con N2A produjeron 360,45 g de rendimiento por planta,

generando un aumento de rendimiento del 16 % (Fig. 14-C).
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Figura 14. Parametros asociados a rendimiento. A) N° totales de frutos por planta. B) Peso Unitario
de frutos. C) Rendimiento total por planta medido en gramos. Los valores representan el promedio de
dos campafias, y se expresan como media *+ SEM. Las letras diferentes indican diferencias
significativas seguin LSD test de Fisher (p < 0,05).

3.2.3 Parametros de calidad de fruto.

Para profundizar el estudio de los frutos a partir de los resultados de la campafia
2022, al siguiente ano se analizaron distintos atributos de calidad del fruto a partir de
caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas como tamano, forma, color, firmeza,

acidez y contenido de solidos solubles, y VPC de los frutos.



3.2.3.1 Parametros morfoldgicos y de calidad de fruto.

Para analizar de manera detallada la causa o parametro asociado al mayor peso de
los frutos de las plantas del tratamiento con N2A, se midieron parametros
morfolégicos y de calidad de los frutos. Se encontraron diferencias significativas en
el espesor del pericarpio, siendo éste en promedio un 10 % mas grueso en los frutos
provenientes del tratamiento N2A. No se observaron diferencias significativas en los
parametros de calidad de fruto de dureza, pH, soélidos solubles, acidez titulable,

cantidad de pulpa para los frutos de ambos tratamientos (Fig. 15) (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros de calidad de fruto para cada tratamiento (T)

Parametros asociados a calidad de fruto

Espesor

del Dureza Sdlidos Acidez Peso
T ericarpio (Ib/cm2) pH Solubles Titulable Pulpa (ml) semillas (g)
?mm) P (°Brix) (ml NaCH) 9
C 6,40+ 0,18b 51,80+2,09a 4,62+0,02a 3,80+0,10a 4,04 +0,12a 13,08+ 1,37a 0,15+0,05a

N2A 6,92+0,16a 5589+1,77a 4,68+0,03a 3,62+0,08a 4,14+0,14a 12,49+1,07a 0,13+0,03a

Los valores representan el promedio de una réplica bioldgica + EE (error estandar). Las diferentes
letras indican diferencias significativas segun LSD test de Fisher (p < 0,05).

Figura 15. Frutos de tomate por planta de los tratamientos C (A) y N2A (B).

Con respecto a los resultados de los analisis morfoldgicos de los frutos, si bien entre
los tratamientos no difirieron significativamente en el diametro de los frutos, si
mostraron diferencias con respecto a la altura para ambos tratamientos, siendo
mayor en el tratamiento N2A (en promedio 4 mm). Esto impacta en la forma del
fruto, lo que define que los frutos del tratamiento bacteriano sean de mayor tamano
(Tabla 7).



Tabla 7. Andlisis de la morfologia del fruto para cada tratamiento.

Parametros asociados a morfologia de fruto

Tratamiento Altura fruto (mm) Diametro fruto (mm) Forma fruto
C 52,02+140b 4762 +1,10a 1,11 +0,03 b
N2A 56,42 + 1,36 a* 4504 + 1,07 a 1,25+ 0,03 a**

Los valores representan el promedio de una réplica bioldgica + EE (error estandar). Las letras
diferentes indican diferencias significativas segun LSD test de Fisher. *Diferencias al 0,05.
**Diferencias al 0,01.

3.2.3.2 Vida poscosecha.

Ademas, se analizd el tiempo transcurrido hasta el deterioro de los frutos
estacionados en una repisa. Este analisis mostr6 que no habia diferencias
significativas en cuanto a la VPC de los frutos de tomate analizados; sin embargo,
los frutos obtenidos de plantas que recibieron el tratamiento bacteriano tuvieron una
media de 30,19 dias de vida poscosecha, mientras que los frutos provenientes de

las plantas control tuvieron una media de 28,50 dias (n=28 frutos analizados) (Fig.

Figura 16. Frutos de los tratamientos A) N2A y B) C en repisa identificados con el dia de cosecha de
cada uno.



3.3 Analisis del efecto de Streptomyces sp. N2A sobre el control bioldgico.

Finalmente, se evalud la capacidad biocontroladora de la cepa de Streptomyces sp.
N2A en plantas de tomate frente al patégeno bacteriano X. vesicatoria, el agente
causal de la enfermedad de la MB.

3.3.1 Analisis de la capacidad biocontroladora de Streptomyces sp. N2A en el
cultivar UCO/14.

Luego de haber realizado el ensayo de biocontrol en el cv. UCO/14, y a partir del
analisis de las curvas de progreso de los sintomas entre las plantas de ambos
tratamientos, se observd que no hubo diferencias en el progreso de la enfermedad
entre los tratamientos (Fig. 17). La severidad, el N° de foliolos afectados y la
cantidad de lesiones totales en las hojas infectadas evolucionaron hasta 14 dpi de

manera similar en plantas de los dos tratamientos (C y N2A) (Fig. 18).
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Figura 17. Hojas con lesiones en foliolos a 14 dpi, pertenecientes al tratamiento N2A (A) y al
tratamiento C (B).
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Figura 18. Progreso de la enfermedad desde O hasta 14 dias postinoculaciéon (dpi) para ambos
tratamientos segun A) N° de lesiones totales y B) N° de foliolos afectados analizados en las hojas
inoculadas con el patégeno (3° y 4° hoja alterna). C) Severidad en funcién de la escala de
sintomatologia. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes segun LSD test de
Fisher (p > 0,05).



Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas con respecto al N° de
nudos entre ambos tratamientos. Las plantas provenientes del tratamiento con N2A
e inoculadas con X. vesicatoria presentaron mayor cantidad de nudos en los tres
momentos de evaluacion, finalizando con un promedio de 10,5 nudos por planta,
mientras que el tratamiento C finalizé con un promedio de 9 nudos por planta (Fig.
19-A). Producto de esto, se obtuvo una mayor biomasa total de las plantas
correspondientes al tratamiento bacteriano al finalizar el ensayo, con un promedio de
2,3 g por planta. Esta diferencia significativa se contrapone con el tratamiento C que
finalizé con un promedio de 1,9 g por planta, lo que se expresa en una diferencia del
21 % (Fig. 19-B).

A B

Biomasa Total (g)

C N2A

Figura 19. A) Progreso del N° de nudos postinoculaciéon con X. vesicatoria para ambos tratamientos.
B) Biomasa total final de plantas inoculadas con el patdgeno de ambos tratamientos. Las letras
diferentes indican diferencias significativas segun LSD test de Fisher (p < 0,05).

3.3.2 Busqueda de un cultivar susceptible a la enfermedad MB causada por X.

vesicatoria.

Como no se observaron diferencias sobre la capacidad biocontroladora de
Streptomyces sp. N2A en el cv. UCO/14, se procedid a buscar otros cultivares mas
susceptibles a X. vesicatoria.

A partir de los resultados obtenidos, se analizd el progreso de la enfermedad de la
MB basados en la severidad que cada cultivar presentd, segun la escala de
sintomatologia previamente detallada. De esta manera, se pudo identificar un
cultivar altamente resistente a la enfermedad como LA0722 que termin6é con una
severidad final promedio de 1. Luego se determind que tres cultivares presentaban

una susceptibilidad media: Caimanta, Alisa Craig y UCO/14. Estos cultivares



finalizaron con una severidad promedio de 2,5, 2,8 y 2,9 respectivamente. Los
cultivares Money Maker y Gallinas dieron como severidad final un promedio de 3.
Por dultimo, el cultivar OH88119 mostré6 una severidad final promedio de 3,8,

evidenciando asi la mayor susceptibilidad frente al patégeno causante de la MB (Fig.
20).
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Figura 20. Severidad en funcién de la escala de sintomatologia de la MB causada por X. vesicatoria
en 7 cultivares distintos entre los 3 y 24 dpi. A) Progreso de la sintomatologia tipica de la MB en cada
cultivar. B) Severidad final que alcanzé cada cultivar a los 24 dpi. C) Area bajo la curva del progreso
de la enfermedad de cada cultivar. Las letras diferentes indican diferencias significativas en el area
bajo la curva segun LSD Test de Fisher (p<0,05). Los valores se expresan como media + SEM.

3.3.3 Analisis de la capacidad biocontroladora de Streptomyces sp. N2A en el
cultivar OH88119.

Una vez identificado el genotipo OH88119 como el mas susceptible dentro de los
cultivares disponibles, se procedid a evaluar la capacidad biocontroladora de

Streptomyces sp. N2A frente a X. vesicatoria en dicho cultivar (Fig. 21).



Figura 21. A) y B) Disposicion de plantas de tomate en el invernadero, en bandejas y en una cubierta
plastica, diferenciadas por tratamiento y condicion.

Al final del ensayo, se observd que no hubo diferencia en el progreso de
sintomatologia de la enfermedad entre las plantas de ambos tratamientos, N2A 'y C,

alcanzando una severidad promedio de 3 en ambos casos (Fig. 22).
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Figura 22. Progreso de la severidad en funcién de la escala de sintomatologia para ambos
tratamientos de 0 a 24 dpi. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes segun
LSD test de Fisher (p > 0,05).



Nuevamente se observd que las plantas tratadas con N2A presentaron una mejora
significativa en los parametros asociados al crecimiento y desarrollo,
independientemente de la condicion. Las plantas provenientes de los tratamientos
con NZ2A, tanto en condicién inoculada como no inoculada con X. vesicatoria,
presentaron mayor N° de nudos, mayor N° de flores, y mayor N° de frutos con
respecto a las plantas pertenecientes al C inoculado y no inoculado con X.
vesicatoria (Tabla 8). Se observan diferencias significativas en estos parametros,
menos en el N° de frutos de las plantas inoculadas por el patégeno. Por lo tanto, se
observaron diferencias significativas en la biomasa total siendo mayor para las

plantas que recibieron el tratamiento N2A (Fig. 23).

Tabla 8. Analisis del crecimiento y desarrollo en plantas de ambos tratamientos y

condiciones en el cv. OH88119.

Parametros asociados al crecimiento y desarrollo

Condicion Tratamiento N° de nudos N° de flores N° de frutos
C 10,33 +0,177bc 5,67 0,37 b 1,03+0,37¢c
Inoculadas
N2A 11,07 +0,17a 7,40+0,37 a 1,93 + 0,37 bc
C 9,89+0,23¢c 5,63+0,47Db 2,67 £0,48b
No inoculadas
N2A 10,72 +0,23ab 8,24 +0,49 a 511 +0,48a
Tratamiento *kk Fkk *kk
Condicion * ns bl
Tratamiento* ns ns *
condicion

Los parametros N° de nudos, N° de flores y N° de frutos fueron medidos a 18, 21 y 27 dpi,
respectivamente. Los valores representan el promedio de una réplica bioldgica + EE (error estandar).
Las letras diferentes indican diferencias significativas segun LSD test de Fisher. *Diferencias al 0,1.
**Diferencias al 0,05. ***Diferencias al 0,01.
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Figura 23. Biomasa total a 27 dpi para ambas condiciones. Letras distintas indican diferencias
significativas en el area bajo la curva segun LSD Test de Fisher (p<0,05). Los valores se expresan
como media + SEM.

Con respecto a los parametros fotosintéticos medidos a 14 dpi se observaron
diferencias significativas para el Flujo lineal de electrones y SPAD, aunque no se
encontraron diferencias entre tratamientos para Phi2. En el caso de Flujo lineal de
electrones se observaron diferencias significativas en las plantas inoculadas con X.
vesicatoria, alcanzando mayores valores en plantas que recibieron el tratamiento
N2A que alcanz6 en promedio 10,3, mientras que en plantas control, el valor fue de
4,3. No se encontraron diferencias para este mismo parametro en aquellas plantas
de condicion no inoculadas con el patéogeno (Fig. 24-A). Sin embargo, con respecto
a SPAD, si se observaron diferencias significativas que favorecen al tratamiento N2A
tanto inoculada como no inoculada con X. vesicatoria. Aquellas plantas no
inoculadas presentaron valores de SPAD de 32,4 para N2A y 29,4 para C, y aquellas
que se encontraban inoculadas con X. vesicatoria presentaron valores de 31,2 para
N2A 'y 28,8 para C (Fig. 24-B).
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Figura 24. A) Flujo lineal de electrones y B) SPAD a 14 dpi segun la condicién (inoculadas o no
inoculadas con X. vesicatoria) y el tratamiento (N2A o C). Las letras diferentes indican diferencias
significativas en el area bajo la curva segun LSD Test de Fisher (p<0,05). Los valores se expresan
como media + SEM.



4. DISCUSION

Streptomyces es un grupo de bacterias que ha sido muy investigado por su
capacidad para promover el crecimiento vegetal e incluso combatir microorganismos
patégenos para los cultivos (Vurukonda y Stefani, 2018). Estas bacterias tienen un
gran futuro en la agricultura ofreciendo una alternativa sustentable para el formulado
de bioinsumos y con proyeccién a largo plazo. Los resultados presentados en este
trabajo de tesina provienen del estudio de la cepa de Streptomyces sp. N2A que tras
demostrar previamente efectos beneficiosos en el cultivo de soja, fue evaluada en
plantas de tomate con el objetivo de analizar su capacidad como bioestimulante, asi
como su potencial en el biocontrol de fitopatogenos.

Con respecto a los ensayos de germinacion, previamente se observé en Villafafie et
al. (2024) que el tratamiento bacteriano N2A aumenté significativamente el % G en
plantas de soja. En este trabajo se observa una tendencia similar a la reportada
previamente por el equipo de investigacidon en la cual la cepa Streptomyces sp. N2A
generd un aumento significativo en % G en semillas de tomate. Sin embargo, este
trabajo extiende las observaciones anteriores al presentar condiciones adicionales
como el uso de las semillas utilizadas en la primera réplica con vigor disminuido por
el almacenamiento o factores abioticos, lo cual generd que el % G del tratamiento C
haya tenido un valor muy bajo. Ante esta situacién, las plantulas del tratamiento N2A
superaron ampliamente el % G con respecto al control, siendo esto un resultado a
destacar. Los resultados de ambos ensayos validan la hipdtesis de que
Streptomyces sp. N2A promueve el crecimiento y desarrollo desde la germinacion de
la semilla, e incluso da pie a una nueva posible aplicacién de esta cepa para mejorar
la germinacion de semillas con bajo poder germinativo, afectadas por factores
bidticos y/o abidticos.

Luego, si bien no se observaron diferencias en parametros asociados a crecimiento
y desarrollo en el estadio vegetativo, si se encontraron diferencias significativas en
rendimiento, en particular en parametros de morfologia o tamano del fruto: espesor
del pericarpio y altura del fruto, dando como resultado frutos de mayor peso. Este
aumento de rendimiento en plantas que recibieron el tratamiento N2A se observoé por
primera vez en la campafia 2022, y por esa razén al afo siguiente se decidié
analizar mas parametros para identificar aquellos relacionados con el rendimiento y
calidad de los frutos obtenidos. Los resultados sugieren que estas diferencias

observadas, que favorecen al tratamiento bacteriano, han conducido a un mayor



peso unitario de frutos, y por ende a un mayor rendimiento, sin modificar la calidad
del mismo. Sera necesario profundizar en este fendmeno para esclarecer los
procesos que lo explican. Segun Gillaspy (1993), el aumento del peso unitario del
fruto puede estar relacionado, entre otros factores, con la expansiéon celular masiva
que se da en fases tempranas del desarrollo. Ademas, en el mismo articulo se
menciona que un mayor desarrollo del pericarpio, dado por células mas grandes,
también influye positivamente en el rendimiento final. Los datos obtenidos en el
presente trabajo, complementan los resultados previos del grupo acerca del
rendimiento en soja (Villafane et al. 2024), aportando nueva informacién sobre el
cultivo de tomate. Es importante destacar que, en el cultivo de la soja, no se
detectaron diferencias en los parametros de crecimiento durante el estadio
vegetativo, sin embargo, si se observo en un incremento del numero de vainas y, en
consecuencia, de semillas a cosecha (Villafafie et al. 2024).

Por otro lado, las plantas de tomate provenientes de cultivares con distinta
susceptibilidad a X. vesicatoria, como son cv. UCO/14 y cv. OH88119, en presencia
del patdogeno no mostraron una reduccidon de la sintomatologia en aquellas
inoculadas con N2A respecto a las del tratamiento C. Sin embargo, si se observaron
incrementos significativos en diversos parametros asociados a crecimiento,
desarrollo y capacidad fotosintética. En particular, plantas del cultivar mas
susceptible, cv. OH88119, aun estando inoculadas con X. vesicatoria, mostraron un
aumento significativo en el numero de nudos vy flores, SPAD, FLE y biomasa total
con respecto al C. Ademas, el N° de frutos también presentd diferencias positivas
con respecto al C aunque no fueron significativas. Es importante destacar que en
soja también fue reportado previamente un aumento en parametros de crecimiento y
desarrollo como N° de nudos y biomasa total en plantas tratadas con N2A e
inoculadas con el patdégeno fungico Diaporthe aspalathi (Villafafie et al. 2025).

Por lo tanto, la promocion de crecimiento y desarrollo previamente demostrada en
tomate se mantendria aun bajo una situacién de estrés sugiriendo que la cepa de
Streptomyces sp. N2A podria activar diversos mecanismos para mitigar los efectos
del mismo. Esta mejora en la adaptacién de las plantas al estrés puede estar
influenciada por los mecanismos de promocion del crecimiento propios de las PGPR,
previamente caracterizados por nuestro grupo para esta cepa, como la secrecion de
sideroforos, solubilizacion de fosfato tricalcico y la produccién de acido indolacético
(IAA) (Ebrahimi-Zarandi et al. 2022; Newitt et al. 2019). Segun Beneduzi et al. (2012)

y de Andrade et al. (2023), la accidn sinérgica de multiples mecanismos benéficos es



comun en PGPR, es por eso que identificar e indagar en estos mecanismos o vias
de accion, requeriran de futuros analisis para poder explicar lo que se observa en
resultados.

En cualquier caso, los datos obtenidos respaldan la hipotesis de que el tratamiento
de semillas con esta cepa de Streptomyces mejora el crecimiento y desarrollo de
plantas de tomate no solo cuando las plantas se encuentran en una situacion sin
estrés, sino también bajo condiciones de estrés bidtico, como el originado por la
bacteria patdgena, en dos cultivares distintos.

Otro resultado que requiere de futuros analisis es el efecto de Streptomyces sp. N2A
en la promocion de crecimiento y desarrollo de plantas provenientes de distintos
cultivares. Se observa en el apartado 3.2.2 que el cv. UCO/14 mostré un aumento
significativo en el peso de los frutos tratados con N2A y hubo diferencia positiva en
el numero de frutos por planta, aunque este no fue significativo. Sin embargo, en el
ensayo de biocontrol con el cv. OH88119, si bien las condiciones del ensayo no
fueron igual a las realizadas en UCO/14, si se observé un aumento significativo en el
numero de frutos del tratamiento N2A con respecto al C. En base a estas diferencias
se deberia probar a futuro el efecto de esta cepa en la promocién de crecimiento de
plantas del cultivar OH88119 bajo las mismas condiciones que el ensayo realizado
en UCO/14 para que sirva de comparacion entre cultivares.

Comprender los mecanismos mediante los cuales estas bacterias promueven el
crecimiento y desarrollo de las plantas de distintos cultivos de interés agronémico
resulta esencial para aprovechar su potencial en el desarrollo de estrategias mas
eficaces y sostenibles. El conocimiento detallado de estos mecanismos facilitara el
desarrollo de bioinsumos especificos y su aplicacion tecnolégica como alternativa

sostenible a los agroquimicos convencionales.

4.1 Perspectivas de trabajo

Los efectos favorables observados en promocion del crecimiento y desarrollo vegetal
son evidentes, pero se requiere continuar con ensayos experimentales que
esclarezcan aspectos que no estan definidos aun, y que son fundamentales para
determinar los mecanismos de accidén de Streptomyces sp. N2A sobre la planta de

tomate.

e Los resultados obtenidos en condiciones semicontroladas deberan ser

confirmados con pruebas a campo, con el fin de verificar la persistencia de los



efectos benéficos sobre el crecimiento y desarrollo vegetal, en condiciones de
produccion no controladas.

Se debera evaluar los efectos de Streptomyces sp. N2A con respecto a la
promocion de crecimiento desde la germinaciéon usando semillas afectadas
por diversos factores, bioticos y abidticos; y analizando distintos cultivares.

Se plantea aplicar técnicas de microscopia para estudiar el desarrollo celular
del cigoto luego de la fecundacion, con el objetivo de identificar etapas
diferenciales en el desarrollo del fruto entre los tratamientos que ayuden a
comprender las diferencias observadas en el grosor del pericarpio.

Ademas, se propone analizar la anatomia del fruto de tomate en desarrollo
(cv. UCO/14) haciendo foco en el pericarpio y las diferencias que se puedan
observar en su composicion.

Bajo el supuesto de que Streptomyces sp. N2A induce mecanismos
asociados a promocion de crecimiento y desarrollo aun bajo situaciones de
estrés, se propone profundizar con estudios especificos para caracterizar
estos mecanismos como, por ejemplo, el analisis de expresion génica por
gRT-PCR de genes marcadores de defensa y acumulacion de especies
reactivas del oxigeno, entre otros.

Partiendo de la base que Streptomyces sp. N2A presenta propiedades PGPR
previamente caracterizadas, se sugiere disefiar ensayos que distingan el
efecto de cada mecanismo (ej. tratamiento con cepa mutantes) para evaluar
su contribucion a la mejora de la adaptacién de las plantas en condiciones de
estrés bidtico.

Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre el posible efecto
biocontrolador, se podrian realizar pruebas en otros patosistemas, incluyendo
otras bacterias o incluso hongos que sean causales de enfermedades de
impacto para el cultivo del tomate.

Se plantea realizar un nuevo ensayo de promocion de crecimiento con el cv.
OHB88119 hasta cosecha para analizar si el tratamiento N2A tiene efecto en el

N° y peso de frutos en las mismas condiciones realizadas para el cv. UCO/14.



5. CONCLUSIONES

El tratamiento de semillas de tomate con la cepa Streptomyces sp. N2A
generd incrementos significativos en el porcentaje de germinacion de las
semillas, con respecto al control. La cepa Streptomyces sp. N2A, inoculada
en las semillas de tomate del cv. UCO/14, generd un mayor rendimiento final
debido a un aumento en el peso unitario del fruto respecto al tratamiento
control. Esto se asocia a un mayor espesor del pericarpio y mayor altura que
presentaron los frutos del tratamiento bacteriano.

Se comprobd que el tratamiento N2A en el cv. UCO/14 no generd efectos
negativos sobre parametros de crecimiento y desarrollo como el perimetro del
tallo (basal, medio y apical), longitud de entrenudos, N° de flores y peso seco.
Lo mismo sucedié con los parametros fotosintéticos espesor de hoja,
eficiencia en el fotosistema 2 (Phi2), clorofila (SPAD) y temperatura, medidos
tanto en floracion como en formacién de frutos.

Los resultados mostraron que la cepa bacteriana no indujo reducciones con
respecto a la calidad de fruto, que incluye los parametros dureza, pH, sélidos
solubles, acidez titulable y cantidad de pulpa. Esto sugiere la ausencia de
efectos perjudiciales sobre el desarrollo del fruto y su maduracion, ya que
tampoco se encontraron diferencias en el analisis de vida poscosecha.

En el andlisis de susceptibilidad de distintos cultivares frente a X. vesicatoria
se identificd al cv. OH88119 como el mas susceptible.

Para los cv. UCO/14 y OH88119, el tratamiento con N2A no evidencid
diferencias significativas en el progreso de la enfermedad de la MB en
comparacion con el tratamiento C.

Se observé promocion de crecimiento y desarrollo de las plantas de los cv.
UCO/14 y OH88119 bajo la situacidon de estrés generada por X. vesicatoria.
Los resultados sugieren que la cepa Streptomyces sp. N2A podria inducir
diversos mecanismos en plantas de tomate de dos cultivares distintos, que se
traducirian en una mejora de su crecimiento, desarrollo, rendimiento y estado

fisiologico general, incluso bajo situaciones de estrés.
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