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RESUMEN

Se analizé el efecto de extractos etéreo, metandlico y acuoso de 5 cepas de Nostoc muscorum en la
germinacion ‘in vitro’ de esporangios de Bremia lactucae Regel durante una epifitia sobre Lactuca sativa var
capitata cv gallega, en un predio horticola intensivo de la localidad La Capilla-partido de Florencio Varela-
provincia Buenos Aires -Argentina (34°50’Lat sur 58°06’ Long oeste). La cepa 60a promovio la germinacion
de esporangios, mientras que la 40g la inhibi6. El estudio aleatorio de 150 plantas del lote cultivado, mostrd
una incidencia de 100% y una severidad de 9,9 hojas/planta y 13,8 dm? de superficie foliar/planta, al cabo
de 91 dias.

Rationale: la lechuga (Lactuca sativa) es el primer cultivo horticola intensivo en la provincia de Buenos Aires,
con un area sembrada de 5134 ha aproximadamente. Una de las principales causas de pérdida de la
produccion es la enfermedad ocasionada por Bremia lactucae, un biétrofo obligado, perteneciente al grupo
de los Oomycetes. Considerando los reportes previos de actividad biolégica de metabolitos provenientes de
cepas de Nostoc muscorun, se considerd de interés evaluar el comportamiento de este patégeno frente a
diferentes extractos de esta cianobacteria.

Palabras clave. Cianobacterias - Bremia lactucae - Lactuca sativa L. - Pérdida de rendimiento - Jaulas -
Hojas afectadas y Superficie foliar afectada.

EFFECT OF Nostoc muscorum AG. ON GERMINATION ‘IN VITRO’ OF Bremia lactucae
SPORANGIA Lactuca sativa L. REGEL IN

SUMMARY

In this study it was analyzed the effect of etheric, methanolic and aqueous extracts of the five strains Nostoc
muscorum in the germination of sporangia of Bremia lactucae Regel in vitro in an epiphyte of Lactuca sativa
var capitata cv galician in an intensive horticultural area of Florencio Varela, La Capilla, Argentina (34°50’
South Latitude 58°06’ West Longitude). The 60a strain promoted the germination of sporangia whereas the
40g inhibited it.

Rationale: Lettuce (lactuca sativa) represents one of most important crops from Buenos Aires province. The
disease produced by Bremia lactucae, a biotrophic Oomycetes, on L. sativa, cause significant economic
losses in the affected farms. Taking into account previous reports about biological activity of Nostoc
muscorum, we decided to evaluate the response of B. /actucae to different extracts from N. muscorum
A randomized plant pathology study of 150 plants of the cultivated plot showed an incidence of 100% and
a severity of 9, 9 leaves/plant and 13, 8 dm? of leaf/plant surface area during the 91 days.

Key words. Cyanobacteria - Bremia lactucae - Lactuca sativa L.- Performance Loss-Cages- Affected leaves
and affected leaf area.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias o algas azul-verdosas son
microorganismos procariotas fotosintéticos. Es-
tas proveen una biomasa continuamente renova-
ble y/o metabolitos secundarios que son minera-
lizados por otros organismos. Son capaces de pro-
duciry ceder al ambiente durante su vida, y cuan-
do la célulamuere y se desintegra en compuestos
organicos solubles, productos extracelulares o
metabolitos secundarios (Rastogi, et al., 2009; Na-
tarajan, 2010). Entre estas sustancias se pueden
citar: vitaminas, enzimas, carbohidratos, péptidos,
aminoacidos y sustancias promotoras oinhibidoras
del crecimiento.

La actividad biolégica de cepas de cianobac-
terias ha sido reportada en varias oportunidades
e incluyen miembros del género Nostoc mostran-
do una importante actividad antifungica (Biondi et
al., 2004). Nostoc muscorum C. Agardh produce
sustancias antifungicas de naturaleza fendlica
frente al patégeno humano Candida albicans (Cano
etal., 1990); inhibe in vitro el crecimiento vegetativo
de Sclerotinia sclerotiorum (Caire etal., 1987)y de
hongos productores de la mancha azul (Zulpa et
al., 2003). En este mismo sentido varios reportes
sefialan actividad antifingica en diferentes ex-
tractos de N. muscorum sobre patosistemas, tales
como Cunninghamella blakesleana- Panicum mi-
leaceum - Rhizoctonia solanii y otros causantes
de “damping off” (Caire et al., 1976; Caire et al.,
1990; Mulé et al., 1977; Zulpa et al., 2003).

Por otro lado Tassara y colaboradores (2006)
sefalaron que metabolitos bioactivos de N. mus-
corum incrementaron en un 25% el rendimiento
del cultivo de Lactuca sativa var. capitata cv. ga-
llega en un lote infectado con Sclerotinia sclero-
tiorum.

Dado el perfil de actividad antifingica de estos
organismos se considerd de interés evaluar su
accion en patdgenos de interés comercial en cul-
tivos intensivos horticolas, con especial interés en
Lactuca sativa var capitata cv gallega. Segun el
censo Hortifloricola de la provincia de Buenos
Aires la lechuga es el primer cultivo horticola in-
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tensivoenareasembrada (5134,6 ha)yen produc-
cién (66.4001t). Los tipos “criollas”, ala cual perte-
nece el cultivar gallega, ocupan el primer lugar
dentro de las lechugas cultivadas en la provincia
de Buenos Aires con 1853,4 ha (Gobierno Prov.
Buenos Aires, CHFBA 2005).

Bremia lactucae Regel (Peronosporaceae de
Bary) es un biotrofo obligado con un extenso ran-
gode hospedantes dentro de Asteraceae (Lebeda
and Zinkernagel, 2003; Sharaf et al., 2007; Lebeda
etal., 2008). Es un patdégeno comun en cultivos de
lechuga (mildiu de la lechuga) en todo el mundo.
Ataca especialmente las hojas exteriores desme-
jorando su calidad comercial y aumentando el
riesgo de podredumbre durante su transporte y
almacenamiento (Mitidieri, 1995). En la Argenti-
na, Melegari y colaboradores (2010) sefialan al
“mildiu” como la enfermedad mas prevalente de
este cultivo.

El objetivo del trabajo fue estudiar el impacto
del mildiu producido por Bremia lactucae enla pro-
ductividad de plantas de Lactuca sativavar capitata
cv gallega y evaluar la efectividad de cepas de
Nostoc muscorum en el control de la germinacion
in vitro, de esporangios del patégeno.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de muestreo

Para la colecta de esporangios de Bremia lactucae
fue seleccionado, un establecimiento horticola de culti-
vo intensivo en el Cinturén Verde de Buenos Aires, con
no menos de 30% de cultivos de Asteraceas, tanto en
superficie como en tiempo (afios), con ocurrencia de 5
0 mas afos consecutivos de mildiu.

Ellote estudiado fue plantado con Lactuca sativa var
capitata cv gallega, en lomos de doble linea de plantas
con semiforzado en el otofio (28/05/2010) y fue cose-
chado a final del invierno. Se encontraba ubicado a
34°50’ Lat sur 58° 06’ Long oeste (partido de Florencio
Varela, localidad La Capilla, provincia de Buenos Aires,
Argentina), una superficie de cultivo fue 2000 m? con
una densidad de 8,8 plantas por m?.
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Evaluacion de dafos

La observacion y muestreo del lote se realizo el 27/
08/2010, fecha en la cual se tomaron 15 lomos al azar
de 15mde largo. Se considerd como planta enferma por
Bremia lactucae aquella que presentaba hojas con una
0 mas manchas foliares del mildiu. Se estimo la inciden-
cia como el porcentaje de plantas afectadas respecto
del numero total de plantas por hilera. Ademas se se-
leccionaron al azar 150 plantas con las que se estudio
severidad, definida de dos formas: nimero de hojas
afectadas con una 0 mas manchas por planta y super-
ficie afectada por mildit por planta. La superficie foliar
total con mildit correspondio a la suma de las areas de
cada hoja que presenté al menos una mancha de la
enfermedad. En el conteo y los calculos de incidencia'y
severidad se descartaron las tres primeras hojas que
son eliminadas por el productor en la cosecha.

Para el estudio de la superficie foliar afectada se
utilizé la metodologia de Bensink (1971) y el programa
de “Computer Aided Desing” (CAD).

Estudios de productividad

La cosecha comenzd el 29/08/2010 vy finalizd el 10/
09/2010, periodo en el cual se calculé la productividad
promedio por planta expresada en: 1) nimero de hojas
totales y comercializadas (hojas no afectadas) y 2) la
superficie foliar total y comercializada (superficie de ho-
jas no afectadas) del lote.

Sobre datos de productividad de jaulas comerciali-
zadas proporcionados por el productor, se estimé la pér-
dida de rendimiento de jaulas no comercializadas. Para
ello se calculd la: diferencia entre el rendimiento prome-
dio zonal (jaulas potenciales) de cultivos libres de la
enfermedad (desde el 2005 a la actualidad) y el nimero
efectivo de jaulas comercializadas del lote estudiado.

Cepas de cianobacterias

Se emplearon cepas Nostoc muscorum, 86 a, 60 a,
409,101y 69 b, cedidas por el Laboratorio de Fisiologia
Vegetal y Biologia de Cyanobacterias, Departamento
de Biodiversidad y Biologia Experimental, FCEN, UBA.
Fueron cultivadas en medio Watanabe (1959) modifica-
do (Halperin et al., 1979) a temperatura de laboratorio,
en agitaciéon y exposicién a la luz de tubos fluorescentes
de 45 pmol fotén m2seg™, con un fotoperiodo 12:12. Se
procedid a la extraccion a los 36 meses de cultivo, cuan-

do las cepas se encontraron en la fase estacionaria de
crecimiento.

Obtencion de los extractos

Se obtuvieron extractos de los cultivos cianobacte-
rianos axénicos mediante la técnica citada por Halperin
et al. (1973). La biomasa resultante de cada cepa se
secciond en pequerios cubos de 1 a 2 mm de lado que
se colocaron sobre portaobjetos excavados estériles
con medio de cultivo Watanabe (1959) modificado (Hal-
perin et al., 1979), dentro de cajas de Petri estériles y se
expusieron a radiacion ultravioleta durante 70 minutos
(68 132 Alampara germicida 253,7 nm, General Electric,
Cleveland, Ohio 44112, USA). Luego de la irradiacion,
cada trozo (submuestra) fue transferido a un tubo de
hemolisis que contenia 1 mL de medio de cultivo Wata-
nabe (1959) modificado (Halperin et al., 1979), los cua-
les fueron expuestos a luz de tubos fluorescentes en
condiciones controladas de temperatura. Se prepararon
50 repeticiones para cada cepa.

Los tubos se centrifugaron (8000 x g - 25 min-15°C)
para separar la biomasa del medio de cultivo y se pe-
saron las biomasas sedimentadas (peso fresco).

A partir de la biomasa axénica de cada cepa se ex-
trajeron los metabdlitos algales con diferentes solven-
tes: éter, agua y metanol.

Elextracto etéreo fue preparado con: 8 gde biomasa
fresca disgregada en mortero con arena lavada y estéril
adicionando pequefias alicuotas de éter libre de pero-
xidos (Caire et al., 1976), hasta alcanzar un volumen
final de 80 mL. El extracto se transfirié a 80 mL de agua
destilada estéril, evaporando previamente el éter, y se
esterilizé mediante filtros de nitrocelulosa de 0,22 ym de
diametro de poro.

Los extractos acuosos y metandlico fueron obteni-
dos con el mismo procedimiento ya citado, utilizando
agua destilada y metanol como solventes.

El volumen requerido de cada cepa para llevar a
cabo los ensayos fue de 1mL.

Ensayos ‘in-vitro’

Los esporangios de Bremia lactucae fueron obteni-
dos a partir de las hojas mas internas de la planta (hojas
N° 7 a la 10) infectadas, contando desde los verticilos
externos a los internos, que exhibian los sintomas y el
signo de la enfermedad. Se procedi6 al raspado de las
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manchas existentes en la epidermis abaxial de las ho-
jas.

Se colocaron 0,5 mL de agua destilada estéril en
cajas de Petri estériles para realizar los tratamientos.
Los ensayos se llevaron adelante con 5 repeticiones por
cada extracto evaluado y un control por ensayo.

Se rasparon ligeramente hojas con signo de la en-
fermedad sobre las cajas de Petri previamente acondi-
cionadas a fin de obtener esporangios. Segun corres-
pondiera se adiciond a cada caja los extractos acuosos,
etéreoy metandlico de las distintas cepas cianobacteria-
nas con dosis 1/10, v/v. Los ensayos se realizaron en
camara controlada para la germinacion de esporangios
bajo las siguientes condiciones: 24 hs de oscuridad y
temperaturas entre 12a 15 °C. El proceso se detuvo ele-
vando latemperaturaa28°C. Se consider6 esporangios
germinados cuando el largo del tubo de germinacion fue
igual o mayor a su diametro, de acuerdo a Sargent y
Payne (1974).

La evaluacion de la germinacion se realizé a las 24
hs deiniciado el ensayo por conteo bajo microscopio. Se
estimo el porcentaje de germinacion a partir del conteo
de un total de 200 esporangios y la evaluacion de tres
alicuotas por caja.

Analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorio
con las repeticiones correspondientes en cada caso
(n=6). Los datos fueron sometidos a un andlisis de va-
rianza (ANOVA) y para detectar diferencias entre trata-
mientos y entre diferentes tiempos se uso la prueba de
Tukey HDS (p<0,05).

RESULTADOS
Evaluacién de daio
La evaluacién realizada sobre 1296 plantas
(7,4% del total del lote) indicé un 100% de inciden-
cia de plantas afectadas en el campo estudiado,
observaciones generales del lote corroboraron
este alto nivel de incidencia.

La Figura 1 muestra la severidad expresada
como frecuencia de hojas afectadas (1a) y super-
ficie afectada (1b) por Mildit por planta. En el
100% de las plantas muestreadas la afeccion al-
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canzé las hojas de mayor tamafio de la planta
desdela7ala14 (Fig. 1ay Fotografia1). EI 78,6%
de las plantas fueron afectadas en el rango 12-15
dm?de superficie foliar (Fig. 1b).

Los analisis de superficie foliar sefialan que el
23,1% de las hojas fueron afectadas lo que repre-
senta el 56,1% de la superficie foliar total por
planta (Cuadro 2).

Sobre 2000 m? se comercializaron 225 jaulas
sobre un total potencial estimado para la zona de
432, lo que indic6 una disminucion del 52,1% del
rendimiento comercial.

Ensayos ‘in vitro’

EnlaFigura2 seresumenlos resultados de los
ensayos para evaluar el efecto de los extractos
cianobacterianos. El extracto etéreo de la cepa
60a promovio la germinacion de esporangios, he-
cho que podria atribuirse ala actividad auxinicade
la misma. El extracto etéreo de la cepa 40g de
Nostoc muscurom produjo inhibicién de la germi-
nacién de esporangios. El resto de los extractos
no mostraron diferencias significativas con res-
pecto al control.

DISCUSION

Este trabajo registra por primera vez un anali-
sis cuantitativo de la severidad ocasionada por
dafio de Bremia lactucae en Lactuca sativa var
capitata cv gallega en la provincia de Buenos
Airesy evallalaaccion de potenciales antifingicos
en el patosistema estudiado.

Los resultados de la evaluacion de campo
corroboran la alta incidencia de esta enfermedad,
tal y como ha sido reportado previamente por Me-
legari et al. (2010).

Elmayor nivel de severidad se observo asocia-
do a las hojas de superficie superior ubicadas en
el segmento de la 5% a la 112 (descartando las
tres primeras) como fue sefialado en la Figura 1a
y Fotografia 1.
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Plantas con Mildit (N)

7 8 9 10 11 12 13 14
Hojas con Mildid/planta (N)

20,0-20,5
19,5-20,0
19,0-19,5
18,5-19,0
18,0-18,5
17,5-18,0
17,0-17,5
16,5-17,0
16,0 - 16,5
15,5-16,0
15,0-155
14,5-15,0
14,0-14,5
13,5-14,0
13,0-13,5
12,5-13,0
12,0-125
11,5-12,0
11,0-11,5

Superficie foliar con Mildit/planta (dm?)

0 5 10 15 20 25 30 35
Plantas con Mildiu (N)

Figura 1. Severidad. Expresada como: a) nimero de hojas afectadas con una o mas manchas (N) y b) superficie foliar afectada con Milditi por Lactuca
sativa var capitata cv gallega. Se descartaron las tres primeras hojas.
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BE15.81 mm

2LP:

e

ELIF:

14874.62

Fotografia 1. Planta representativa de la patologfa con 10 hojas afectadas y 14,4 dm?de superficie foliar afectadas. Se descartaron las tres primeras hojas.

Cuadro 1. Productividades promedio por planta expresadas en: nimero (N) de hojas totales, nimero (N) de
hojas con ‘Mildid’, superficie foliar total, superficie foliar total con Mildid.

Hojas totales
(N)/planta

Hojas con Mildi
(N)/planta

Superficie foliar total

(dm?)/planta

Superficie foliar total
con Mildiu (dm?)/planta

42,9+0,1

99+0,1

24,6 +0,1

138+0,1

Efecto de Nostoc.pmd
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300
Nostoc muscorum 86a

[E Extracto acuoso

[TT1 Extracto metaldnico

200 -7 Extracto etéreo

[ Control

a a a a

Esporangios
germinados (N)

100

300
Nostoc muscorum 40g

B0 Extracto acuoso
200 [ITT Extracto metaldnico
Extracto etéreo
[ Control

100 [

Esporangios
germinados (N)

300
Nostoc muscorum 60a

@ Extracto acuoso
[TT1 Extracto metaldnico
i Extracto etéreo
[ Control

200

100

Esporangios
germinados (N)

300

Nostoc muscorum 101

HH Extracto acuoso
[TTT Extracto metaldnico

- Extracto etéreo
[ Control

a a a a

200

Esporangios
germinados (N)

100

300

a

Esporangios
germinados (N)

100

[ Extracto acuoso
200 |- [ Extracto metalénico
Extracto etéreo
[ Control

Nostoc muscorum 69b

Figura 2. Efecto de los extractos cianobacterianos sobre la germinacion de esporangios de Bremia lactucae. Nostoc muscorum 86a, Nostoc muscorum 60a
Nostoc muscorum 40g, Nostoc muscorum 101, Nostoc muscorum 69b. Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0,05). Dosis v/v 1/10.

Por lo analizado y experiencias de campo del
primer autor (desde 1990 hasta la actualidad), es-
ta patologia es, en la época y zona evaluada, el
causal actual masimportante de disminucionde la
productividad en el cultivar gallega con técnicas
de produccién de campo y semiforzados. Cabe
destacar que el cultivar estudiado corresponde a
los tipos Latinas o Criollas que no poseen desarro-
llo genético de resistencia a esta patologia.

La evaluacion de extractos algales correspon-
dientes a cepas de Nostoc muscorum senald la
existencia de compuestos capaces de generar
una inhibicion significativa sobre la germinacién
de esporangios de Bremia lactucae . Sin embargo
los resultados obtenidos en los ensayos ‘in vitro’
sugieren una especificidad de respuesta a nivel
de cepa. Teniendo en cuenta que estas estructu-
ras constituyen el indculo primario de la enferme-
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dad en estudio, los datos aqui volcados sefialan el manejo de cultivos y que podrian representar
que estos organismos deben ser evaluados cui-  una alternativa al uso de funguicidas en este cul-
dadosamente como herramientas potenciales en  tivo intensivo tan importante en la horticultura.
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