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RESUMEN

Nacobbus aberrans es una de las adversidades bidticas de mayor relevancia en el cinturén
horticola platense. Diversas practicas de bajo impacto ambiental vienen poniéndose a
prueba a fin de lograr reducciones en la poblacion del fitopardsito. Este trabajo evaluo de
forma conjunta el efecto de la simbiosis micorricica y la biofumigacion sobre N. aberrans
en plantas de tomate platense. Tanto la micorrizacion como la biofumigacion fueron
efectivas en reducir la poblacién del nematodo, pero la aplicacion combinada de estas
practicas no derivo en una mayor reduccion que cuando se aplicaron de forma individual.
La micorrizacién implica un destino importante de fotoasimilados para la planta que en
condiciones de estrés es compensado por los beneficios que el hongo otorga a la planta.
Esto se constatd mediante la medicion de parametros de estrés como son el
malondialdehido y la prolina en el tejido vegetal. El crecimiento y la viabilidad del hongo
formador de micorrizas Funneliformis mosseae se vieron afectados por el efecto de los
gases liberados durante la biofumigacion. Para obtener los mayores beneficios de las
practicas evaluadas, estas no deben aplicarse de forma simultdnea sino incluidas de forma

estratégicamente secuencial dentro de un plan de manejo integrado.
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INTRODUCCION

La horticultura en la Argentina es una actividad agricola importante, que genera
numerosos puestos de trabajo y se desarrolla a distintas escalas. En particular la produccion
de vegetales para consumo fresco se realiza asociada a centros urbanos, en areas
periurbanas denominadas cinturones horticolas. El Cinturén Horticola de La Plata (CHLP)
constituye el area productiva mas importante del Cinturébn Verde Bonaerense con el
46,15% de la superficie productiva total y el 25,15% de la superficie horticola total, siendo
las especies cultivadas més importantes, la lechuga (Lactuca sativa L.), el tomate (Solanum
lycopersicum L.) y el pimiento (Capsicum annuum L.) (Garcia, 2012). El 100% de la
produccion en el partido tiene como destino el consumo en fresco (por su caracter
perecedero), abasteciendo de hortalizas frescas al area metropolitana comprendida por mas
de 13 millones de habitantes (INDEC, 2010). En el CHLP coexisten diversos modos de
produccion con diferentes grados de intensificacion. Durante los ultimos veinte afios, en
esta zona, se han producido importantes transformaciones tecnoldgico-productivas que
modificaron radicalmente los agroecosistemas. En la década del ‘90 aumento6 la adopcion
de invernaculos conjuntamente con el riego por goteo y se incrementaron las aplicaciones
de agroquimicos como parte del paquete tecnoldgico (Garcia y Kebat, 2008; Cieza, 2005).
La incorporacion del cultivo bajo cobertura plastica se caracterizd6 por modificar
radicalmente los sistemas productivos, a través de la utilizaciéon de semillas de alto
potencial de rendimiento, mayor uso de agroquimicos, equipos de riego localizado,
fertirriego, polietilenos y mallas antitrips, entre otros (Selis, 2012; Archenti et al., 1993). La
intensificacion de la produccion modifico la dindmica de las plagas y enfermedades en los
sistemas de producciéon y aumentaron los procesos de degradacion de los suelos y la
contaminacion de las aguas provocando diversos problemas socio ambientales en esta

region (Bocero, 2002; Souza Casadinho y Bocero, 2008).

En el CHLP se producen numerosas especies horticolas, destacandose el tomate por
su gran productividad. Esto puede estar vinculado a la mayor dedicacion de superficie bajo
cubierta de este cultivo (Viteri et al., 2013), siendo uno de los nucleos productivos mas

importantes en el pais.



El tomate, (Solanum lycopersicum L.), pertenece a la familia de las Solanéaceas, y es
uno de los productos horticolas mas importantes por su consumo, superficie en produccion
y por la tecnologia e investigacion desarrollada en torno a ¢él. Junto con la papa es el cultivo
horticola més difundido en el mundo, tanto por el volumen producido como por la
superficie cosechada. Ademas, dado su alto contenido vitaminico, se destaca por su alta
calidad nutricional. Se consume en fresco, industrializado y en seco (Del Pino, 2017). En la
zona se cultivan tomates hibridos, cuyas semillas son importadas y en los tltimos afios el
uso de plantas injertadas viene incrementandose afio a afio. Dentro de los portainjertos mas
promisorios en el cultivo de tomate, se encuentran los hibridos interespecificos L.
esculentum x L. hirsutum cuya combinacion de plantas con diferentes exigencias puede
producir modificaciones en el comportamiento de los hibridos que componen el estion.

(Mitidieri et al., 2005; Ducasse et al., 2013).

Las enfermedades foliares son un serio problema a nivel regional debido a su
incidencia y severidad, y a la ineficiencia de los tratamientos de control, lo que genera
crecientes pérdidas econdmicas debido a la disminuciéon del rendimiento del tomate en la
region (Balatti ef al., 2015). Los artrépodos plagas relevantes en este cultivo son la polilla
del tomate, la arafiuela de las dos manchas, los trips, las moscas blancas y los afidos que
son controlados mediante insecticidas quimicos. Ademads, las aplicaciones suelen hacerse
con elevada frecuencia, generalmente en forma preventiva y sin respetar los tiempos de
carencia de los productos. Esto causa importantes problemas econdmicos y de
contaminacion ambiental en la regidon a través de la acumulacion de plaguicidas en la
proximidad de zonas urbanizadas, y en humanos, por el consumo de alimentos con residuos
toxicos (Sarandén et al., 2015). El monocultivo de tomate presente en los sistemas
productivos del CHLP agrava la situacion sanitaria, especialmente en lo referido al
complejo de hongos del suelo y nematodos. En este contexto, toma fundamental relevancia
la busqueda de alternativas para el tratamiento de adversidades que provocan dafios en el

cultivo ocasionando pérdidas en los rendimientos (Argerich y Troilo, 2011).

El tomate platense es un producto tipico de nuestra region, establecido desde hace
mas de 70 afos a través de una relacion muy fuerte entre actores y territorio, dando por

resultado un producto reconocido por su sabor, su aroma y su rusticidad entre muchos de



los que lo conocen y conocieron. Como tal ha dominado por décadas la produccion de
tomate fresco en la regién rioplatense, pero desde los 80, ha sido paulatinamente
desplazado por materiales modernos hasta tener una escasa presencia tanto en las quintas
como en el mercado. No obstante, la revalorizacion y el reconocimiento que desde hace
unos afios tienen los productos tipicos, resultod en el redescubrimiento de sus atributos mas
destacables, que lo distinguen de otros tomates comerciales. Tales atributos se caracterizan

por su sabor intenso, su forma irregular, achatada, acostillada o fuertemente lobulada

(Garat, 2002).

Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne & Allen, 1944) es un nematodo que
vive en el suelo, es fitofago y produce agallas en las raices de las plantas. El género
Nacobbus es nativo de América (Sher, 1970) y estd presente en Argentina, Bolivia,
Ecuador, M¢éxico, Peru, Chile y Estados Unidos (EPPO, 2019). Es una plaga de
importancia cuarentenaria y se encuentra bajo regulaciones fitosanitarias internacionales
para evitar su introduccion en otros paises (CABI y EPPO, 1997). Esta especie puede
adaptarse a diferentes condiciones ambientales. Su presencia ha sido reportada en cultivos
de papa ubicados a 4500 msnm como también en cultivos ubicados en cotas bien
reducidascomo es el caso del Cinturén Horticola de La Plata. La duracion del ciclo de vida
varia en funcién de la temperatura y la disponibilidad de recursos, desde 37 a 48 dias, a 22-
24°C (Costilla y de Ojeda, 1985) (Imagen 1). Su rango de hospedadores es amplio, parasita
aproximadamente 84 especies de plantas cultivadas y vegetacion espontanea, pertenecientes

a 18 familias (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

Imagen 1. Nacobbus aberrans. Juvenil de segundo estadio (A) (la flecha indica
trasposicion esofago-intestino); macho (B) y detalle de la region anterior (C) y posterior
(D) del macho; hembras maduras (F y G); agallamiento inducido por N. aberrans (E)

(Tianguistengo-Morales et al., 2017).



Agallas con
masa de huevos

En las plantas afectadas por N. aberrans se observa la presencia de agallas que se
extienden a lo largo de la raiz como si fueran las cuentas de un rosario (Manzanilla-Lopez
et al., 2002). Estas agallas son consecuencia de las alteraciones que las hembras maduras
inducen a nivel celular (hipertrofia e hiperplasia), para formar sus sitios de alimentacion
denominados “sincitos” (Hewezi y Baum, 2013). El crecimiento de la agalla ocasiona el
desplazamiento y la ruptura de xilema y floema afectando la capacidad de traslado de agua
y nutrientes. Como consecuencia de estas alteraciones las plantas sufren marchitamiento,
deficiencia en la absorcion de N, P, K, Ca y Mg, reducida conductancia estoméatica y por lo
tanto baja asimilacion de CO,, disminucion del crecimiento, pérdidas del rendimiento e

incluso la muerte de la planta (Castillo y Marban-Mendoza, 1984; Inserra et al., 1985).

Ademas de este dafio directo, el ingreso del nematodo a la raiz provoca orificios que
constituyen la puerta de entrada de microorganismos patégenos formando un complejo de
enfermedades que agravan los dafios causados y dificultan el manejo fitosanitario del

cultivo.



Imagen 2. Raices de tomate con agallas producidas por Nacobbus aberrans.

Entre los métodos empleados para el control de nematodos, el control quimico se ha
transformado en una practica de manejo casi obligada en los sistemas horticolas intensivos.
Esta practica no responde al uso de umbrales de dafio econdmico, ya que no existen dichos
datos para N. aberrans, sino que se realiza por observacion y decision de los productores en

funcion del agallamiento y rendimiento del cultivo antecesor.

Los productos quimicos utilizados para el control de nematodos y plagas de suelo,
se incluyen en dos grupos: fumigantes y no fumigantes, éstos ultimos son compuestos no
volatiles entre los que se incluyen los organofosforados (etoprofés, fenamifos) y los
carbamatos (aldicarb, carbofuram, oxamilo). Son solubles en agua y de formulacion
granulada. Los fumigantes, son productos quimicos volatiles, como 1,3-dicloropropeno,
bromuro de metilo (actualmente prohibido), cloropicrina y metil-isocianato. Se trata de
biocidas de amplio espectro que controlan nematodos, insectos, hongos y malezas (Andrés,

2002).

Luego de la prohibiciéon del bromuro de metilo, otros fumigantes quimicos
comenzaron a aplicarse en la zona. El Agrocelhone® (1,3-Dicloropropeno 60,8% +
Cloropicrina 33,3%) es una mezcla que se presenta como un concentrado emulsionante

dosificado en la cinta de riego por goteo que no dana la capa de ozono, pero en cambio



presenta alta toxicidad. Segun las instrucciones del producto, se utiliza como insecticida-
nematicida-fungicida en numerosos cultivos horticolas, actuando por contacto de manera
no selectiva (Agroquimicos de Levante SA, 2019). El metam sodio (MNa) es otro producto
muy utilizado como desinfectante de suelo, cuyo poder biocida esta ampliamente probado y
documentado (Haglund, 1999; Minuto et al., 2000). No es este el caso de la
biofumigacion, cuya practica estd mas estudiada y difundida en paises de Europa (Bello et

al., 1997).

La biofumigacion utiliza sustancias volatiles resultantes de la biodegradacion de las
enmiendas orgénicas y residuos agroindustriales como fumigantes en el control de malezas
(Al-Katib et al., 1997) y de patogenos (Cebolla et al., 1993; Angus et al., 1994). De esta
manera, el biofumigante utilizado debe estar en vias de descomposicion y se debe asegurar

al menos durante dos semanas la permanencia de los gases en el suelo (Bello et al., 2000).

Respecto a los abonos organicos, lo mas utilizado en la region es la cama de pollo y
de caballo con el fin de aumentar la porosidad, mejorar el drenaje y elevar el contenido de
materia orgdnica. Esencialmente aportan nutrientes, sales y contaminantes y, en general
tienen alto pH (Labrador Moreno, 1996). Para estos casos, se sefialan concentraciones de
entre 2,2 y 2,4 % de N, salinidad de entre 4 y 5 dS'm-1, pH entre 7 y 8, niveles
excesivamente elevados de B, Zn y elevados contenidos de contaminantes tales como As 'y

Pb (Alconada, et al., 2011).

La biofumigacion puede considerarse como una variante de la incorporacion de
materia organica, donde ademas de perseguir los objetivos de mejorar la infiltracion y
retencion de agua, corregir pH, reponer de nutrientes, modificar la porosidad, etc. se busca
un efecto fitosanitario. Gimsing y Kirkegaard, (2006) definen la biofumigacién como el
control de plagas y patogenos edaficos por medio de la liberacion en el suelo de
compuestos, en su mayoria volatiles, originados por la descomposicion de residuos

organicos.

Una gran cantidad de residuos orgéanicos pueden ser utilizados para biofumigar,
desde distintos tipos de estiércoles a residuos de cultivos como batata, papa, sorgo,

brasicaceas, maiz, etc. Algunos materiales orgénicos tienen efecto, por ejemplo, contra



nematodos a través de la actividad microbiana relacionada con la liberacion de amonio.
Cuando los materiales incorporados al suelo para biofumigar son tejidos de brasicaceas,
entre los productos de la degradacion de los mismos, se liberan unos compuestos
denominados isotiocianatos. Los isotiocianatos y otros compuestos volatiles derivados de
los glucosinolatos juegan un papel muy importante en la supresion rapida (en menos del0
dias) de patogenos. Existen numerosos reportes de la acciéon de estos compuestos sobre
patdgenos vegetales de origen fingico y bacteriano y otros microorganismos, asi como

sobre nematodos de diferentes especies (Mitidieri et al.,2005).

Durante el proceso de biofumigacion, los glucosinolatos presentes en los tejidos de
las brasicaceas (Kjaer,1976), se hidrolizan por la acciébn de la enzima mirosinasa
produciendo diferentes tipos de isotiocianatos, con variable grado de toxicidad frente a
diversos organismos (Molina-Vargas y Bentura-Castellanos, 2009). Segun Gimsing y
Kirkegaard (2009), la efectividad de la biofumigacion se basa en lograr la méxima
hidrolisis de los glucosinolatos presentes en el tejido vegetal, para generar altas
concentraciones de isotiocianatos en el suelo después de su incorporacion; ésto es
favorecido por una gran disrupcion celular, la adicion de agua y alta temperatura del suelo

(Price et al., 2005).

Imagen 3. Barbecho con brasiciceas trituradas integradas al suelo cubierto con mulching

de nylon en el CHLP.




Ademas, la hidrolisis de los glucosinolatos puede liberar compuestos diferentes a

los isotiocianatos como los nitrilos, epinitrilos, y tiocianatos i6nicos. Durante el proceso de

descomposicion del material vegetal otros compuestos azufrados no relacionados con los

glucosinolatos, son liberados (metanetiol, dimetil sulfuro, disulfuro de carbono y dimetil

disulfuro) o algunos 4acidos grasos. La incorporacion de materia organica aumenta la

poblacion de antagonistas en el suelo. Todos estos eventos en conjunto contribuyen a

reducir la poblacion de nematodos y patogenos del suelo (Figura 1).

Figura 1. Sinopsis de los efectos de la biofumigacion sobre la sanidad y la productividad

de los cultivos (Kirkegaard, 2004).
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Los cultivos utilizados para biofumigar han sido Brassica nigra (mostaza), Sinapsis
alba (mostaza blanca), Brassica juncea (mostaza de la China), Brassica oleracea (repollo),
Brassica napus (nabo), Brassica oleracea var. italica (brocoli), Brassica oleracea var.
botrytis subvar. cauliflora (coliflor), Raphanus sativus (rabano); Eruca sativa (ricula), pero

también se han obtenido buenos resultados con Ipomoea batatas (batata) y Sorghum spp.

(sorgo).

La capacidad biocida de estos compuestos depende de la estructura quimica de la
cadena lateral que contiene su molécula, la caracteristica comun de los compuestos mas
toxicos es su hidrofobicidad, que podria estar relacionada con la penetracién en la
membrana célula. Dentro de los mas activos se encuentran los glucosinolatos tio
funcionales (glucoiberina, glucocheirolina, glucoerucina, glucorrafenina) los alquil-
glucosinolatos (sinigrina, glucocapparina) y los bencil-glucosinolatos (glucotropeolina,

gluconasturtina) (Rosa y Rodriguez, 1999).

El destino de los glucosinolatos en el suelo estd determinado por su elevada
solubilidad y la pérdida de grupos funcionales que pueden interactuar con la superficie
reactiva del suelo. Estos compuestos se adsorben débilmente en todos los tipos de suelo y
se degradan microbiologicamente. Las principales rutas de produccién y pérdidas de
glucosinolatos se muestran en la figura 2. (Gimsing y Kirkegaard, 2009). En contraste, los
ITCs son fuertemente adsorbidos por la materia organica del suelo, reaccionando
fuertemente con los grupos nucleofilicos presentes. Sin embargo, son propensos a pérdidas
por la volatilizacion, degradacion microbiana y mineralizacion. La relativamente rapida
adsorcion y degradacion de los ITCs pocos dias después de la incorporacion, minimiza el
riesgo de persistencia en el ambiente o filtracion. La biofumigacion es, por lo tanto, una
técnica promisoria que puede ser desarrollada e implementada en los programas de manejo
integrado de plagas, contribuyendo a reducir el uso de plaguicidas sintéticos y minimizando

el impacto ambiental (Gimsing y Kirkegaard, 2009).



Figura 2. Destino de los glucosinolatos e isotiocianatos en el suelo. Tomada de Gimsing y

Kirkegaard (2009).
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Los mecanismos por los cuales los ITCs inhiben la proliferacion de los
microorganismos no estan esclarecidos totalmente, sin embargo, se han propuesto algunas
hipdtesis, tales como la inactivacion de enzimas intracelulares por rompimiento oxidativo
de puentes -S-S-, la inhibicién de enzimas metabdlicas por el radical tiocianato o la accion

de desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Manici et. al., 1997).

Otras de las herramientas que vienen siendo estudiadas en Argentina para el control
de N. aberrans (Garita et al., 2019; Marro et al., 2014) es la inoculacion con hongos
micorricicos arbusculares u hongos formadores de micorrizas arbusculares. Las micorrizas
arbusculares son asociaciones simbioticas entre las raices de la mayoria de las plantas y
hongos del género Glomeromycota. Las hifas de estos hongos crecen intracelularmente y se
extienden también por fuera del tejido vegetal sobrepasando la region de la rizosfera,
permitiendo una mayor exploracion del suelo. A nivel celular, las hifas atraviesan las
paredes celulares y provocan invaginaciones sobre la membrana plasmatica del tejido
radicular, se forman estructuras ramificadas de intercambio de sustancias denominadas

arbusculos. Este intercambio consiste en que la planta le provee al hongo hidratos de



carbono para que éste pueda completar su ciclo de vida, mientras que el hongo permite a la
planta una mayor absorcioén de agua y nutrientes minerales (Smith y Read, 2008). Ademas de
los beneficios mencionados, ha sido documentado que las plantas micorrizadas tienen un
mejor comportamiento frente a estreses bidticos y abioticos. (Linderman et al., 1992; Barea

et al., 2005; Ruscitti ef al., 2017).

Distintos trabajos demuestran que la micorrizacion reduce la poblacion de
nematodos fitoparasitos de los géneros Meloidogyne (Castillo et al., 2006) y Nacobbus
(Lax et al., 2011). El mecanismo por el cual ocurre esta reducciébn no se encuentra

totalmente dilucidado, distintos autores sugieren que la micorrizacion:

- Reduce la penetracion de los estadios juveniles de nematodos a la raiz (Marro et
al., 2017).

- Modifica los exudados radiculares produciendo compuestos que afectan a los
nematodos (Vos et al., 2012).

- Compite por el sitio de colonizacion ya que hongo y nematodos se alojan en la

raiz y compiten por los fotosintatos que provee la planta (Gardezi et al., 1999)

Si bien, esta reduccidon fue documentada con éxito en muchas oportunidades, hubo
casos en que la micorrizacidén no provoco modificaciones en la poblacion de los nematodos,
sugiriendo que deben ser evaluadas las compatibilidades entre planta hospedera, hongo

formador de micorriza y nematodo.

Tanto la biofumigaciéon como la micorrizacion, son herramientas de bajo impacto
ambiental, de bajo costo y facil implementacion por parte de los productores. Sin embargo,
no se encuentra documentado que el uso combinado de estas practicas conlleve a resultados
superiores que su aplicacion individual. Este trabajo propone evaluar estas técnicas de

forma combinada para determinar si existe un efecto sinérgico o antagonico entre éstas.



HIPOTESIS

La aplicacion combinada de biofumigacion con brassicaceas e inoculacién con hongos
micorricicos arbusculares tienen un efecto sinérgico en el control de Nacobbus aberrans

sobre un cultivo de tomate platense.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la interaccion entre biofumigacion y micorrizacién como practicas de prevencion y

control de Nacobbus aberrans en cultivos horticolas.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Evaluar las respuestas fisioldgicas que provocan el parasitismo por nematodos y la

micorrizacion en plantas de tomate platense.

- Evaluar si la biofumigacion afecta la capacidad de inoculacion y la viabilidad de los

hongos micorricicos arbusculares.

- Cuantificar los niveles poblacionales de N. aberrans en raices micorrizadas y no
micorrizadas de tomate platense, en presencia y ausencia de Brassica oleracea en

descomposicion.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo

El trabajo experimental se realizd en un invernaculo del Instituto de Fisiologia

Vegetal (INFIVE), Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP).

Se prepararon en bandejas “speedlings” plantines de tomate cv. ‘Platense’ no
inoculados e inoculados a la siembra con el hongo micorricico Funneliformis mosseae
(T.H. Nicolson & Gerd.). La multiplicacioén se realizé utilizando trébol blanco (7rifolium
repens L.) y lotus (Lotus tenuis L.) como plantas trampa, cultivadas en un sustrato
constituido por una mezcla de perlita:vermiculita:arena (1:1:1) autoclavada. Las plantas se

mantuvieron durante 90 dias en cdmaras de crecimiento, a 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16



horas y 350 umoles. m™. s™ de irradiancia. Después de este periodo se interrumpid el riego
y una vez que las plantas se secaron, se elimina la parte aérea. Las raices se cortaron en
pequefios trozos y se homogenizo todo el sustrato. El indculo qued6 constituido por una
mezcla de sustrato, hifas, esporas y fragmentos de raices de trébol blanco y lotus
micorrizadas, con una densidad de 60 esporas. g de sustrato. En el momento de la siembra
del almacigo, se agregd 30% v/v de este inoculo en cada celda. Pasados 30 dias y luego de
confirmar que la micorrizacion fue efectiva, evaluando la colonizacion del hongo mediante
la tincion con azul de Tripén, se realizo el trasplante a macetas de 10 L de capacidad, a las
cuales se le agregaron al momento de trasplante: 0 y 140 g. kg suelo” de repollo blanco
(Brassica oleracea var. capitata). A los tratamientos control se les incorpord la misma
cantidad de acelga (Beta vulgaris), especie sin efecto biofumigante. De ambas especies, se
utilizaron hojas frescas cortadas en trozos de aproximadamente de 2 cm?. Al dia siguiente
al trasplante se realizaron 3 orificios alrededor de las plantas y se colocé una solucion
acuosa que contenia 5000 huevos y juveniles de N. aberrans (Imagen 4). Durante el ciclo
del cultivo se registraron las mediciones de altura de las plantas cada 15 dias, y finalizado
¢éste, se tomaron datos del peso radicular de cada planta junto con el muestreo de tejido
radicular para determinar la concentracion de MDA y el contenido de prolinas. Por ultimo
se registraron los pesos de los frutos, cosechando escalonadamente los frutos maduros,

determinando el rendimiento por planta.

Imagen 4. Inoculacion con huevos de N. aberrans en plantines de tomate platense.




Tratamientos y analisis estadistico

El ensayo se realiz6 siguiendo un disefio experimental completamente aleatorizado.
Los tratamientos tuvieron una disposicion factorial e incluyeron tres factores con dos
niveles cada uno de ellos, constituyéndose un total de 8 tratamientos. Se realizaron seis
repeticiones de cada uno. Los datos se analizaron por ANOVA vy las medias se compararon

usando LSD (p<0,05)

1. Plantas no micorrizadas, sin biofumigar, sin nematodos. (-M, -B, sN).

2. Plantas no micorrizadas, sin biofumigar, con nematodos. (-M, -B, cN).
3. Plantas no micorrizadas, biofumigadas, sin nematodos. (-M, +B, sN).
4. Plantas no micorrizadas, biofumigadas, con nematodos. (-M, +B, cN).
5. Plantas micorrizadas, sin biofumigar, sin nematodos. (+M, -B, sN).
6. Plantas micorrizadas, sin biofumigar, con nematodos.  (+M, -B, cN).
7. Plantas micorrizadas, biofumigadas, sin nematodos. (+M, +B, sN).
8. Plantas micorrizadas, biofumigadas, con nematodos. (+M, +B, cN).

Parametros evaluados

- Porcentaje de micorrizacion. Se estimd por observaciones con microscopio Optico luego
de clarificar las raices en KOH al 10% y tefirlas con azul de Tripan al 5% (Phillips y
Hayman, 1970). Para la cuantificacion se utilizé el método de cuadricula de Giovanetti y

Mosse (1980) calculandose en base a la siguiente formula:

M (%) = N° de segmentos infectados x 100

N° de segmentos totales

- Viabilidad micorricica. Se estim6 mediante la evaluacién de la actividad de la enzima
succinato deshidrogenasa (%SDH), basada en el porcentaje de micorrizacion (Schaffer y

Peterson, 1993).



- Contenido de malonildialdehido (MDA) a partir de 200 mg de raiz, segiin el método de
Heath y Packer (1968), como indicador de la peroxidacion de los lipidos de las membranas
celulares utilizando un espectrofotometro espectrofotometro Shimadzu UV 160 A®

(Shimadzu Co., JP).

- Contenido de prolina a partir de 100 mg de raiz, como indicador de estrés segun el método

de Bates et al. (1973).
- Peso fresco de raiz.

- Numero de huevos de nematodo por planta extraidos segun la técnica de tamizado,

centrifugacion (Hussey y Barker, 1973) y flotacion en sacarosa (Coolen, 1979).



RESULTADOS

El anélisis estadistico del crecimiento en altura de las plantas indic6 diferencias
significativas (p<0,05) entre las plantas micorrizadas y no micorrizadas durante las
primeras semanas del ensayo. Al momento del trasplante y en las dos primeras mediciones
se mantuvo esta diferencia. En las mediciones restantes ya no se observaron diferencias en

la altura de las plantas (Figura 3).

Figura 3. Crecimiento en altura en plantas de tomate micorrizadas (+M) y no micorrizadas

(-M).
120

100

alturaicm)

0 ddt 10 ddt 25 ddt 40 ddt 55 ddt 70 ddt

*Las barras corresponden a los desvios standard. ddt: dias después del trasplante.

El andlisis de varianza del peso fresco de raiz mostré una interaccion entre los
factores micorrizacion e inoculacion con nematodos. Al mismo tiempo se presentaron

diferencias significativas dentro del factor biofumigacion (p<0,05) (Tabla 1).



Tabla 1. Analisis de varianza del peso fresco de raices de tomate platense micorrizadas,
biofumigadas e inoculadas con N. aberrans.

FV SQ QM Fc Pr>Fc
MICORRIZA 133.225000 133.225000 13.612 0.0008
NEMATODO 21.025000 21.025000 2.148 0.1525
REPOLLO 55.225000 55.225000 5.642 0.0237
MICORRIZA*NEMATODO 42.025000 42.025000 4.294 0.0464
MICORRIZA*BIOFUMIG 0.625000 0.625000 0.064 0.8021
NEMATODO*BIOFUMIG 0.225000 0.225000 0.023 0.8804
MICO*NEMA*BIOFU 0.225000 0.225000 0.023 0.8804
erro 313.200000 9.787500

Total, corregido 565.775000

CV (%) = 14.60

Las plantas micorrizadas y sin nematodo tuvieron un peso radicular
significativamente menor, no asi cuando el nematodo estuvo presente. En ausencia de
micorrizacion el parasitismo por N. aberrans provoco una disminucion en el peso radicular.

Las plantas micorrizadas no manifestaron tal disminucion (Tabla 2).

Tabla 2. Peso fresco radicular de plantas de tomate platense parasitadas y no parasitadas
con N. aberrans, en presencia y ausencia de hongos HMA.

Sin nematodo Con
nematodo
No micorrizado 25g Aa 21,5g Ab
Micorrizado 19,3 g Ba 199 g Aa

*Medias acompafadas por letras distintas (Mayusculas en las columnas, mintsculas en las filas) indican
diferencias significativas seglin el test de LSD de Fisher (p<0,05).

Como fue mencionado, hubo diferencias significativas en el factor biofumigacion.
Como la interaccion de este factor con la micorrizacién no fue significativa el mismo se
pudo analizar de forma independiente, para comprobar que las plantas sometidas a
biofumigacion presentaron un crecimiento radicular mayor que aquellas sin biofumigar

(p<0,05) (Tabla 3).



Tabla 3. Peso fresco radicular de plantas de tomate platense biofumigadas y sin

biofumigar.
Tratamiento Peso fresco raiz
Sin Biofumigar 20,25¢gB
Biofumigado 226g A

*Medias acompafiadas por letras distintas, indican diferencias significativas segun el test de LSD de Fisher
(p=<0,05)

En cuanto al peso de los frutos no se registraron diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 4). Por tratarse de un ensayo en macetas y en un periodo corto de
crecimiento este resultado no puede de esto inferirse que no vayan a manifestarse

diferencias de rendimiento en cultivos a campo cuando el nematodo estd presente o ausente.

Figura 4. Peso de frutos de plantas de tomate platense micorrizadas (-M, +M),
biofumigadas (-B, +B) e inoculadas con N. aberrans (sN, cN).
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*Las barras corresponden a los desvios standard.

El analisis de varianza del ntiimero de huevos contabilizados en las raices mostro

una interaccion significativa entre la biofumigacién y la micorrizacion (p<0,05) (Tabla 4).



Tabla 4. Analisis de varianza del nimero de huevos.

FV SQ QM Fc Pr>Fc
BIOFUMIG 383194014.044444 383194014.044444 3.199 0.1012
MICO 1.094977070E+0009 1.09497707E+0009 9.140 0.0116
BIOFUMIG*MICO 1.605624714E+0009 1.60562471E+0009 13.403 0.0037
error 1.317797644E+0009 119799785.818182

Total, corregido 4.401593442E+0009

CV (%) =37.33

El nimero de huevos por planta fue significativamente mayor (p<0,05) en el
tratamiento sin micorrizar y sin biofumigar. El tratamiento no micorrizado y biofumigado,
fue el que presentd menor nimero final de huevos. En los tratamientos biofumigados, la
presencia o ausencia de micorrizacion no provocod diferencias en el niimero de huevos

(Imagen 5) (Figura 5).

Imagen 5. Huevos de Nacobbus aberrans extraidos de las raices al finalizar el ensayo.




Figura 5. Numero de huevos de N. aberrans por planta en las distintas combinaciones de

biofumigacion (-B, +B) y micorrizacion.
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*Letras mayusculas comparan -B y +B en la misma condicion de micorrizacion. Letras minusculas comparan
ausencia y presencia de micorrizas en la misma condicion de biofumigacion. Columnas acompafiadas por

letras distintas, indican diferencias significativas segun el test de LSD de Fisher (p<0,05).

El analisis estadistico del contenido de prolina en el tejido radicular indicd una
interaccion triple entre los factores micorrizacion, biofumigacion e infestacion con N.

aberrans.

Evaluando el efecto de N. aberrans en las distintas situaciones, se observo un
aumento en el contenido de prolina, excepto en el tratamiento biofumigado y micorrizado
(Tabla 5a). La micorrizacion provocd una reduccion significativa de la prolina en ausencia
de biofumigacion y presencia del nematodo (Tabla 5b). En cuanto al efecto de la
biofumigacion en las distintas situaciones, solo se presentaron diferencias significativas en

ausencia de micorrizas y presencia del nematodo (Tabla 5c¢).

En la figura 6 se grafican los valores promedios del contenido de prolina de los

distintos tratamientos con sus respectivos desvios standard.



Tabla 5. Contenido de prolina en tejido radicular de plantas de tomate platense
comparando la significancia de los distintos tratamientos. a) Nematodos en distintas
combinaciones; b) Micorrizacion en distintas combinaciones; ¢) Biofumigacion en distintas

combinaciones.

a) Nematodos en distintas combinaciones

sN cN
B -M 401,8 B 8572 A
+M 4246 B 5758 A
+B -M 4634B 5712A
+M 4772 A 501,8 A

b) Micorrizacion en distintas combinaciones:

M M
B 4018 A 4246 A
N B 4634 A 4772 A
N B 8572 A 5758B
+B 5712A 5018 A

¢) Biofumigacion en distintas combinaciones:

-B +B
N -M 401,8 A 4634 A
+M 4246 A 4772 A
N -M 8572A 571,2B
+M 575,8 A 501,8 A

Para una mejor visualizacion de los valores medios, se presenta en la figura 6 la
totalidad de los tratamientos con sus respectivos desvios standard.



Figura 6. Contenido de prolina de tejido radicular de plantas de tomate platense

micorrizadas (-M, +M), biofumigadas (-B, +B) e inoculadas con N. aberrans (sN, cN).
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*Las barras corresponden a los desvios standard.

El analisis estadistico de la concentracion de malonildialdehido (MDA) en el tejido
radicular mostré6 una interaccion triple (p<0,05) entre los factores micorrizacion,

biofumigacion e infestacion con N. aberrans.

Evaluando el efecto de la infestacion de N. aberrans, se observd un aumento
significativo en la concentracion de MDA en raices en todas las situaciones (Tabla 6a). En
presencia del nematodo, la micorrizacion provocod una reduccion significativa de la
concentracion de MDA solo en los tratamientos no biofumigados (Tabla 6b). En cuanto al
efecto de la biofumigacion, ésta provoco un efecto de reduccion significativa en las plantas

atacadas por nematodos en ausencia de micorrizas (Tabla 6¢).

Tabla 6. Concentracion de MDA en tejido radicular contrastando el efecto de los
tratamientos aplicados en distintas situaciones. a) Nematodo en distintas combinaciones; b)

Micorrizacion en distintas combinaciones; ¢) Biofumigacion en distintas combinaciones.



a) Nematodo en distintas combinaciones:

sN cN
B -M 1,012B 2,116 A
) +M 1,05 B 1,686 A
-M 1,I84B 1,52 A
+B
+M 1,LII8B 1,86 A

b) Micorrizacion en distintas combinaciones:

M +M

B 1012A 1,05 A

N 4B 1,1I84A 1,118 A

B 2116 A 1,686 B

N 4B 1,52 B 1,86 A

c) Biofumigacion en distintas combinaciones:

‘B +B

M 1,012A 1,184 A

N oM 1,05 A 1,118 A

N M 2,116 A 1,52 B

+M 1,686 A 1,86 A

En la figura 7 se grafican los valores promedios de la concentracion de MDA de los

distintos tratamientos con sus respectivos desvios standard.

Figura 7. Concentracion de malonildialdehido (MDA) de tejido radicular de plantas de
tomate afectadas por los distintos tratamientos: micorrizas (-M, +M), biofumigacién (-B,

+B) y N. aberrans (sN, cN).
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*Las barras corresponden a los desvios standard.
El porcentaje de micorrizacion fue significativamente menor en los tratamientos

biofumigados. Comparando las plantas con y sin nematodo no se encontraron diferencias

significativas en cuanto a la colonizacion del hongo micorricico (Figura 8) (Imagen 6).

Imagen 6. Raiz de tomate platense micorrizadas por F. mosseae tefiidas con azul de Tripan.

Se indica la presencia de hifas (a), arbusculos (b) y vesiculas (c).



Figura 8. Porcentaje de micorrizacion en raices de tomate platense afectadas por

biofumigacion (-B, +B) y N. aberrans (sN, cN).
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*Letras mintsculas comparan -B y +B en la misma condicion de infestacion. Letras mayusculas comparan sN
y ¢N en la misma condiciéon de biofumigacion. Columnas acompafiadas por letras distintas, indican
diferencias significativas segun el test de LSD de Fisher (p<0,05).

La viabilidad de las estructuras fungicas disminuy¢ significativamente cuando las
plantas fueron expuestas al nematodo o a la biofumigacidon, sean éstos, tratamientos
aplicados de forma individual como combinada. El porcentaje de SDH se redujo en 89,5%,
62,3 % e 80,9% cuando se aplicaron biofumigacién, infestacion, e infestacion +

biofumigacion respectivamente (Figura 9) (Imagen 7).

Imagen 7. Raiz de tomate platense micorrizadas por F. mosseae tefiidas con nitro blue

tetrazolium (NBT).




*Se indica con la coloracion azul en las células, la viabilidad del hongo (a) evidenciando su respiracion
aerobia

Figura 9. Viabilidad de las estructuras fingicas de F. mosseae en raices de tomate platense
afectadas por biofumigacion (-B, +B) y N. aberrans (sN, cN).
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*Letras mintisculas comparan -B y +B en la misma condicion de infestacion. Letras mayusculas comparan sN
y c¢N en la misma condicion de biofumigacion. Columnas acompafiadas por letras distintas, indican
diferencias significativas segun el test de LSD de Fisher (p<0,05).



DISCUSION

Durante las primeras semanas de cultivo donde el crecimiento de las plantas es
acelerado, la altura de las plantas no se vio afectada por la infestacion del nematodo. Esto
se debid a que el ciclo de vida de N. aberrans tiene una duracion de entre 37 y 48 dias
(dependiendo de la temperatura y disponibilidad de recursos) (Costilla y Ojeda, 1985), por
lo que para que el efecto del parasitismo repercuta en la planta debe transcurrir cierto
tiempo desde la inoculacién. El carbono suministrado por la planta al HMA no es
exclusivamente para su consumo, sino que a través de las hifas se establece un flujo de
carbono desde la atmdsfera al suelo que provoca aumentos significativos en la actividad

biologica (Finlay y S6derstrom, 1992).

Esto explica el retraso en el crecimiento en altura en los primeros estadios del
cultivo ya que la inoculacion con F. mosseae se realiz6 a la siembra y se corroboro que al
momento del trasplante los hongos micorricicos arbusculares estaban viables, mediante la
actividad de la enzima succinato deshidrogenasa. En este mismo sentido, el peso radicular
en ausencia del nematodo fue menor en las plantas micorrizadas. En cambio, en la
infestacion por nematodos las plantas micorrizadas consiguen compensar al menos

parcialmente las mermas causadas por el parasitismo.

En concordancia con lo documentado por otros autores, tanto la biofumigacion
(Garcia Alvarez et al., 2004) como la micorrizaciéon (Durén et al., 2006) fueron efectivas en
reducir significativamente la poblacion de N. aberrans. En el caso de la biofumigacion los
mecanismos de accion biocidas han sido ampliamente estudiados, en el caso de las
micorrizas aun hay diversas teorias al respecto. Este trabajo no trae respuestas que
justifiquen esta reduccion, pero confirma una vez mas que se trata de una herramienta

efectiva para ser utilizada.

Cuando la biofumigacion fue aplicada sobre plantas micorrizadas no hubo un efecto
sinérgico de las técnicas. La reduccion en el nimero de huevos no tuvo diferencias con la
aplicaciéon individual de las practicas. Es decir que en el sentido estricto del control
fitosanitario no hubo una compatibilidad favorable de las técnicas, aunque tampoco existio,

en este sentido un efecto antagonico.



La prolina es un osmoregulador utilizado frecuentemente como indicador de estrés
en las plantas (Ledent, 2002). En este trabajo la principal fuente de estrés estaba dada por el
ataque del nematodo y los tratamientos tendientes a disminuir ese estrés fueron la
micorrizacion y la biofumigacion. El mayor contenido de prolina se cuantificod en las
plantas infectadas con N. aberrans sin biofumigar y sin micorrizar. Cuando se aplico
biofumigacion y/o micorrizacion el contenido de prolina disminuy¢ significativamente. En
el caso de la biofumigacion esto puede deberse a la reduccion en la poblacion del
nematodo. En el caso de la micorrizacion, ademds de la reduccion en la poblacion hay un
efecto mitigador de estrés hidrico que esta ampliamente documentado. El crecimiento de
las hifas extraradiculares que actian como complemento de la raiz, aumenta las
posibilidades de absorcion de agua y nutrientes, incrementan el volumen de suelo
explorado y permite una mayor tasa de absorcion por unidad de superficie (Dell” Amico et

al., 2002).

El contenido de malonildialdehido también es un indicador de estrés, que esta
vinculado al dafio que sufren las membranas celulares. Los estadios juveniles (J2, J3, J4)
entran y salen de las raices provocando lesiones en el tejido. Al mismo tiempo las hembras
adultas de N. aberrans, al formar su sitio de alimentacion y al aumentar su tamafo corporal,
modifican su entorno y dafian las membranas de las células contiguas. De la misma forma
que en el contenido de prolina los mayores valores de MDA se encontraron en los
tratamientos afectados por el nematodo, sin micorrizas y sin biofumigar. Los tratamientos
biofumigados y/o micorrizados presentaron menores concentraciones de MDA, no por un
efecto directo sobre las membranas sino por el control ejercido sobre la poblacion de N.

aberrans.

La observacion al microscopio de la presencia y la viabilidad del hongo Funneliformis
mosseae en las raices demostro que la biofumigacién afectdé no solo al nematodo sino
también al hongo micorricico. Los compuestos volatiles liberados por la descomposicion de
las Brassicaceas no son selectivos y afectaron la simbiosis. Esto podria explicar porque,
cuando las Brassicaceas son integradas al momento del trasplante en forma simultanea con

plantines micorrizados, no se observa sinergismo entre estas practicas de control.



CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES

- La micorrizacion y la biofumigacion fueron efectivas en reducir la poblacion
de Nacobbus aberrans tanto cuando se aplicaron de forma individual como de
manera simultanea.

- No existid6 un mayor control del nematodo cuando los tratamientos se
aplicaron de forma conjunta.

- La biofumigacion aplicada en plantas micorrizadas afecto la colonizacion y
la viabilidad de las estructuras de F. mosseae.

- La micorrizaciéon actiia como un agente mitigador del estrés que provoca el

nematodo en la planta.

En este trabajo la biofumigacién se realiz6 al trasplante, “acompanando” la
implantacion del cultivo micorrizado. Para poder obtener el mayor beneficio de las
practicas aqui evaluadas es necesario separarlas temporalmente en la unidad de produccion.
Para ello tendran que considerarse otros aspectos tales como: el maximo aprovechamiento
del efecto fertilizante que tiene la enmienda para los cultivos subsiguientes; el tiempo en
que los gases biofumigantes permanecen activos en el suelo; buscar el “méaximo contacto”
de la biofumigacién con el nematodo; y la proteccion de la biota benéfica del suelo, que es

afectada por los gases que se liberan.
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