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RESUMEN

El Cinturén Horticola Platense (CHP) provee la mayor proporcién de hortalizas
frescas consumidas por el Area Metropolitana de Buenos Aires. El pimiento (Capsicum
annuum L.) se encuentra dentro de las principales especies cultivadas bajo cubierta
en el CHP. Producto de la forma de intensificacion de la produccion, se generan
debilitamientos en los mecanismos de control biologico de plagas. Nacobbus aberrans
es un nematodo nodulador de la raiz, y es considerado la principal adversidad
fitosanitaria bajo cubierta del CHP. El principal sintoma visible que produce es la
formacion de agallas en el sistema radical, dificultando la absorcién de agua y
nutrientes, lo que se traduce en pérdidas productivas que pueden alcanzar la totalidad
del cultivo.

El objetivo de este trabajo fue comprobar el efecto del hongo micorricico
arbuscular Septoglomus deserticola y los hongos saprétrofos Pleurotus ostreatus y
Coriolopsis rigida, de forma individual y combinados, en la promocion del crecimiento
de plantas de pimiento y en la reduccion de la poblacién de Nacobbus aberrans.

Se realizé un ensayo con diseiio completamente aleatorizado, en condiciones
semicontroladas. Se inocularon las plantas de pimiento (variedad “Fyuco”), con los
tres hongos por separado y combinados, dichos tratamientos a su vez se realizaron
bajo las situaciones con y sin nematodos, y con sus respectivos testigos. Los datos se
analizaron por ANOVA y las medias se compararon usando LSD (P<0,05).

Se determinaron parametros morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos, como
area foliar, peso fresco y seco, contenido de compuestos fotosintéticos y proteinas
solubles, parametros de estrés como prolina y compuestos fendlicos; ademas de la
poblacién final de nematodo, porcentaje de micorrizacion y persistencia de los hongos
saprotrofos en el suelo al finalizar el ensayo.

Se determind que S. deserticola junto con C. rigida y P. ostreatus, aplicados
como bioinsumos, actuan promoviendo el crecimiento en las plantas de pimiento. El
nematodo Nacobbus aberrans afecta el crecimiento de las plantas de pimiento. Sin
embargo, la asociacion entre S. deserticola con C. rigida y P. ostreatus morigera la
actividad fitopatdgena de N. aberrans, mitigando los dafios provocados sobre plantas

de pimiento.



INTRODUCCION

La produccion de hortalizas se extiende a lo largo de todo el pais debido a la
diversidad de ambientes ecoldgicos. La mayor produccién de hortalizas para consumo
fresco se localiza en las cercanias a los grandes centros urbanos, en los denominados
“Cinturones Verdes”. Buenos Aires, cuenta con la mayor proporcién relativa: 20% de
superficie total implantada con hortalizas en Argentina y 22% de la produccién total
del pais (Fernandez Lozano, 2012).

El Cinturon Horticola Platense (CHP) esta ubicado en la periferia de la ciudad
de La Plata. Su importancia radica en que es el area de mayor produccién del Cinturén
Verde Bonaerense. Cuenta con una superficie de 11.853 ha en las cuales se realizan
producciones agricolas, floricolas, horticolas a campo y horticolas bajo cubierta; ésta
ultima se desarrolla en una superficie de 4.370,4 ha (Baldini, 2020). Se estima que el
CHP provee entre el 60% y el 90% de las hortalizas frescas que consumen los
13.985.794 de habitantes del Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) (Baldini,
2020; INDEC, 2022).

El pimiento o morrén (Capsicum annuum L) es un cultivo originario de Peru y
Bolivia y, desde alli se expandié hacia América Central y el resto de América del Sur.
Sus frutos son consumidos de distintas maneras: desde crudos a cocidos, como
también industrializados para elaborar condimentos, conservas en vinagre,
congelados, entre otros (del Pino, 2020).

Pertenece a la familia Solanaceas, es una planta herbacea, perenne, de cultivo
generalmente anual y de porte que varia entre 0,5 y 2 metros segun se lo cultive al
aire libre o en invernaculo. Tiene un sistema radicular pivotante y profundo que puede
llegar hasta 1,2 my provisto de un numero elevado de raices adventicias superficiales.
El patron de crecimiento es simpodial que se mantiene mientras las condiciones
ambientales lo permitan. El tallo es circular en la base y anguloso en las partes mas
altas, con costillas en los angulos; es glabro y adquiere consistencia semilefiosa en la
base que le otorga un porte erecto o semierecto. Las hojas son glabras, enteras
lanceoladas o aovadas, de borde liso, con largos peciolos. Las flores son solitarias,
de tamano mediano, ubicadas en las bifurcaciones de las ramificaciones,
hermafroditas. La polinizacién es principalmente autégama, aunque puede presentar

distintas situaciones entre la autogamia y la alogamia. El fruto es una baya



semicartilaginosa, de estructura hueca, llena de aire, con forma de capsula. La baya
esta conformada por un pericarpio grueso y un tejido placentario al que se unen las
semillas. El color del pericarpio mas difundido en Argentina es el que vira al rojo y en
segundo lugar al amarillo, pero hay pimientos muchos menos frecuentes que viran al
blanco o morado. La forma, el tamafio y el peso del fruto muestran una gran diversidad
(del Pino, 2020).

La incorporacion de invernaculos en el CHP, si bien se remonta desde
mediados de los "80, en las ultimas décadas sucedi6 a tasas exponenciales (Baldini,
2020). Esto es debido a que el cultivo bajo cubierta trae aparejado ciertos beneficios
respecto a la produccion a campo, como la diferenciacion competitiva a nivel tanto
local como fuera del CHP, un mayor periodo de oferta de hortalizas, obtencién de
productos de mejor calidad comercial, eficiencia econdmica por optimizacién de los
factores de produccion (tierra, capital y trabajo), eficacia técnica, y mayor produccién
en relacion a la superficie y tiempo (Garcia, 2015). Esta diferenciacion cuali y
cuantitativa da como resultado un aumento en el nimero de quintas, mas productores,
mejor calidad del producto ofertado, mayor competitividad, tecnologia e innovaciones,
posicionandose asi como la region horticola mas importante del pais (Garcia, 2012).
Este modelo de produccion, ademas de invernaculos utiliza semillas de alto potencial
de rendimiento, alta cantidad de agroquimicos, equipos de riego localizados,
fertirriego, polietilenos y mallas anti trips (Selis, 2012). Si bien es un modelo mas
rentable econdmicamente, se utilizan practicas intensivas de manejo, que impactan
de manera mas agresiva sobre los recursos naturales y sociales (Blandi et al., 2015).
En este sentido, el incremento en el uso de agroquimicos genera un debilitamiento en
los mecanismos de control biolégico de plagas, favoreciendo la resurgencia de las
mismas, como ocurre con los nematodos fitoparasitos, y la consecuente necesidad de
intensificar el uso de fitosanitarios (Sarandon et al., 2013), sumado a esto se observan
problemas de contaminacion por hiperfertilizacion y de salinizacion de los suelos
(Hurtado et al., 2006), inundaciones cada vez mas frecuentes agravadas por la
impermeabilizacion generada por los invernaculos (Karol y San Juan, 2018) y

contaminacién por agroquimicos de agua, suelo y alimentos (Sarandon et al., 2013).

Los nematodos noduladores de la raiz afectan a una gran diversidad de cultivos
de importancia econdmica, incluyendo los cultivos horticolas. Son organismos

multicelulares que se encuentran presentes en los agroecosistemas, donde pueden
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encontrarse en densidades superiores a 30 millones/m? (Andrés, 2003). Suelen ser un
factor limitante en la produccién de tomate y pimiento, y su incidencia se incrementé
en los ultimos afios fundamentalmente en los cultivos bajo invernaculo (Lax et al.,
2011; Radwan et al., 2012). Los géneros de nematodos mas habituales en el CHP son
Meloidogyne y Nacobbus, considerados por Jones et al. (2013) como dos de los diez
géneros de mayor relevancia mundial por su distribucion y pérdidas econdmicas;
siendo el segundo, el responsable del 80% de los sintomas de agallamiento,
convirtiéndose en la principal adversidad fitosanitaria de dicha region (Nico, 2014, en
Bernardo, 2022; Garita, 2020).

Nacobbus aberrans es una especie originaria de América del Sur, perteneciente
a la familia Pratylenchidae, es reconocida como plaga cuarentenaria en Estados
Unidos, Peru, Bolivia, Argentina, Chile, México, Ecuador y la region euromediterranea
(EFSA Panel on Plant Health (PLH) et al., 2018; EPPO, 2023). Se destacan ciertas
caracteristicas que dificultan el control como su polifagia, un elevado potencial
reproductivo y una notable capacidad de adaptacion (anhidrobiosis), motivos por los
que se encuentra ampliamente distribuido en el continente americano (Jones et al.,
2013), y en particular abarcando diferentes regiones geograficas de nuestro pais
(Doucet y Lax, 2005, en Bernardo 2022). Estudios recientes realizados por (Lax et al.,
2021) comparando datos morfométricos y moleculares apoyan la identificacion de tres
especies nominales: N. aberrans sensu stricto, distribuida principalmente en México y
Ecuador; N. bolivianus, presente en Bolivia y Peru; N. celatus, un nuevo taxon
ampliamente distribuido en las tierras bajas de Argentina. A pesar de ello, el complejo
aun no se ha resuelto exhaustivamente porque hay muchas poblaciones,
especialmente en América del Sur, que podrian representar nuevos taxones (Lax
et al., 2021, 2022). En el presente trabajo, cuando se refiera a N. aberrans sera en su

forma sensu lato.



Este nematodo presenta un marcado dimorfismo sexual. Su ciclo de vida
(Figura 1) dura de 25 a 59 dias, variando en funcién de las poblaciones especificas,
el tipo de hospedante y las condiciones ambientales; comprende cuatro estadios
juveniles y los adultos. El primer estadio (J1) se desarrolla en el interior del huevo. Al
eclosionar el huevo, muda a juvenil de segundo estadio (J2). El J2 se desplazara en

' el suelo en busca de un
1

adult fem.a|g_' ' hospedador  adecuado. Los

soil .
e e T ot

e | juveniles se alimentan del
' syneytium citoplasma de células del

all . . .
v parénquima cortical perforando

: las paredes con ayuda de su
= o, 1 : estiete. A medida que el
’immature*-—-_': nematodo se alimenta, muda
male // female _~~TEcit i pasando por el tercer (J3) y
. e il cuarto estadio juvenil (J4) (Figura
L 1 : _' 2) (Manzanilla-Lopez et al.,
il \N 7 Egitn | H 2002). Nacobbus spp. es, por el
V f == momento, el unico fitoparasito

l # i ' conocido con un ciclo inusual que

i root incluye fases endoparasitarias

\ pill e infecciosas y migratorias (J2-J4 y

T Yy, - hembra inmadura), y una fase
> T S 03 Sy
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eggs hatching i - . .
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Figura 1: Ciclo de vida de Nacobbus spp. Las flechas
azules indican el desarrollo de las diferentes etapas a lo
largo del ciclo de vida; las flechas negras representan el también en la raiz, donde se
movimiento de las etapas infecciosas, tanto en el suelo

como en las raices (Lax et al., 2022). desplazan intracelularmente vy

pueden encontrarse en el suelo y

destruyen los tejidos, causando lesiones necréticas. Estos estadios abandonan y
vuelven a invadir las raices del huésped, produciendo dafos adicionales (Lax et al.,
2022). La hembra inmadura penetra en el interior de la raiz y se fija en la proximidad
del cilindro central en donde induce el desarrollo de su sitio de alimentacion (sincito)
(Doucet y Lax, 2005, en Bernardo, 2022). Esto da lugar a una serie de alteraciones
histoldgicas y fisioldgicas particulares en esa zona del sistema radical del hospedador
(Figura 3). Con el transcurso del tiempo, el nematodo pierde su aspecto filiforme y se
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torna voluminoso con apariencia de huso o cigarro (hembra madura) y se convierte en
sedentaria, momento donde ocurriria la fecundacién (Inserra et al., 1983). Una vez
fecundada, la hembra genera una matriz gelatinosa en la que se depositan entre 400-
800 huevos (masa de huevos) que queda sobre la superficie de la agalla, en contacto
con el suelo. Los huevos eclosionaran de forma escalonada a medida que se den
condiciones favorables, iniciando asi un nuevo ciclo del patégeno (Doucet y Lax, 2005,
en Bernardo, 2022).

Figura 2: Juvenil 4 de Nacobbus Figura 3: Raices de pimiento con
aberrans. Imagen propia. agallas causadas por Nacobbus
aberrans. Imagen propia.

Los sintomas observables en la parte aérea incluyen una reduccién del
crecimiento, clorosis, enrollado de los margenes foliares y marchitez, y menor tamafio
de frutos (Doucet y Lax, 2005; Garita et al., 2021; Lax et al., 2022). En el sistema
radical, el principal sintoma visible es la presencia de agallas, producto de la
hiperplasia e hipertrofia que induce el nematodo, dificultando la absorcion de agua y
nutrientes (N, P, K, Ca y Mg), lo que se traduce en pérdidas productivas que pueden
alcanzar la totalidad del cultivo (Lax et al., 2013; Tordable et al., 2018).

El control de esta plaga se basa en el uso de desinfectantes de suelo (i.e.
bromuro de metilo) y otros nematicidas quimicos. El uso del fumigante bromuro de
metilo (CH3Br) se generaliz6é debido a su gran poder biocida y a la practicidad para su
aplicacion. De acuerdo con lo establecido en el protocolo de Montreal en 1987 y
ratificado por Argentina en 1990, se acord6 que este producto debia ser retirado del
mercado en el afio 2015 por ser un gas que contribuye a la destruccidon de la capa de
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ozono Y téxico para la salud humana (Adlercreutz et al., 2007, en Bernardo, 2022). El
uso indiscriminado de este producto derivo en una presion de seleccion muy alta, y la
suspension de este fumigante trajo aparejada la reaparicion de nematodos
noduladores, entre otras plagas importantes para los cultivos del CHP (Bernardo,
2022). Actualmente, se trabaja en disefar programas de bajo impacto ambiental,
utilizando agentes de control biolégico. El control biolégico es un método eficiente,
econdmico y no contaminante que consiste en la aplicacion de microorganismos para
regular la densidad poblacional de plagas y/o reducir el dafio (Lax et al., 2022). Los
mismos pueden actuar contra el patdogeno de forma directa (como la antibiosis,
competencia por los nutrientes o el espacio, etc.) o indirecta (como en la induccién de
resistencia) (Poveda etal., 2020), estando solos, combinados o dentro de un
programa de manejo integrado de plagas, y ademas utilizando dosis reducidas de
agroquimicos. Los agentes de control biolégico estudiados para controlar Nacobbus
aberrans s.l. y Nacobbus celatus son bacterias, bacterias simbiéticas, nematodos
entomopatdégenos, hongos micorricicos, hongos nematéfagos; sumandoles
metabolitos bacterianos, aceites esenciales, extractos acuosos y fitohormonas (Lax
et al., 2022); siendo de particular interés el estudio de los hongos formadores de
micorrizas arbusculares (HMA) y los hongos saprétrofos (HS) por su respuesta ante
la presencia del nematodo y la promocion del crecimiento vegetal en las plantas de

pimiento.

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) pertenecen al gran
grupo de las endomicorrizas, ya que las hifas de los hongos crecen tanto inter como
intracelularmente en la raiz, es decir, por via apoplastica y simplastica. Las micorrizas
arbusculares, ademas, pertenecen al Phylum Glomeromycota (Redecker, 2002), y
constituyen una parte esencial de los ecosistemas ya que forman simbiosis
mutualistas con mas del 95% de las plantas vasculares terrestres.

Los HMA son biotrofos obligados y colonizan las células radicales desarrollando
estructuras tipicas como vesiculas y arbusculos (Figura 4). Las vesiculas son
formadas a partir de las hifas intra o intercelulares en la corteza radical y constituyen
estructuras de reserva que contienen lipidos y una numerosa cantidad de nucleos
(Barker et al., 1998). Por otro lado, las hifas penetran en las células ubicandose en el
espacio periplasmatico y se diferencian en estructuras terminales altamente

ramificadas denominadas arbusculos. Los arbusculos constituyen el sitio donde se
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realiza el intercambio bidireccional, a partir de transportadores especificos, de
sefiales, nutrientes, agua y compuestos organicos entre los dos simbiontes (Smith y
Read, 2008, en Bernardo, 2022). Los HMA por su parte dependen completamente de
la planta hospedante para obtener los carbohidratos que requieren para su desarrollo
(Quilambo, 2003; Sarabia Ochoa et al., 2010). Una parte de su ciclo de vida lo llevan
a cabo en el suelo donde desarrollan esporas (Figura 5), las cuales germinan dando
lugar a hifas que en su conjunto forman el micelio. EI micelio cumple la funcién de
explorar el perfil edafico para absorber agua y nutrientes, y es capaz de interconectar
plantas de diferentes especies y estadios de crecimiento (Smith y Read, 2008, en
Bernardo, 2022).

Figura 4: Arbusculo (A), vesicula (V) e hifas Figura 5: Espora germinada (E) e hifas (H) de

(H) de Septoglomus deserticola tefiido con Septoglomus deserticola tefiido con azul de
azul de Tripan en plantas de pimiento. Imagen Tripan en plantas de pimiento. Imagen tomada
tomada por Bernardo Valeria. por Bernardo Valeria.

La simbiosis estimula el crecimiento de la planta hospedadora, a través de la
modificacién fisica y/o quimica de la rizésfera, lo cual se traduce en una mayor
disponibilidad de nutrientes, especialmente fésforo y zinc, y mayor tolerancia al estrés
(Cantrell y Linderman, 2001; Gémez y Villate, 2010).

Los HMA pueden conferir tolerancia a patdgenos a través de diferentes
mecanismos de accion entre los que se encuentran el micoparasitismo, la lisis
enzimatica, la antibiosis, la competencia por espacio o por nutrientes, y la induccién
de resistencia en la planta (Baum et al., 2015). También se ha investigado el efecto
de los HMA sobre el incremento de la tolerancia de las plantas al estrés hidrico, salino,
por deficiencia de nutrientes, exceso de metales pesados y sustancias fitotoxicas
(Beltrano et al., 2013; Ruscitti et al., 2017; Bernardo et al., 2018).
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Septoglomus deserticola (Trappe, Bloss y J.A. Menge) G.A. Silva, Oehl y
Sieverd es el HMA usado en este trabajo, del cual se conoce muy poco sobre su
interaccién y simbiosis con especies horticolas, como su posible mecanismo de accion
contra patdgenos, en especial contra nematodos. En este sentido, es de gran interés
su estudio como posible promotor de crecimiento del pimiento y biocontrolador del

nematodo N. aberrans.

Se sabe también que algunos hongos saprétrofos estimulan el crecimiento
vegetal, al degradar la materia organica, participar en la formacion del humus e
intervenir en la dinamica de nutrientes. Respecto a esto ultimo, pueden sintetizar y
liberar al medio diferentes metabolitos como sider6foros 0 compuestos que actuan en
la movilizacién del P, incrementando su disponibilidad para la absorcién de la planta
(Saparrat et al., 2020).

Los hongos del género Pleurotus pertenecen al orden Agaricales de la division
Basidiomycota. Son hongos lignoceluloliticos que en ambientes naturales son
encontrados creciendo en raices, ramas y troncos, ya sean vivos o muertos, por lo
que son considerados saprofitos o parasitos débiles (Martinez et al., 2005; Yildiz et al.,
2002). Estos hongos son conocidos con el nombre de girgolas y tienen gran difusion
por su uso culinario.

Las especies de este género crecen en un rango de temperaturas entre 15y
31 °C y pueden colonizar sustratos como papel, carton, residuos de la industria
maderera, pajas y bagazos. Para la etapa de crecimiento miceliar requieren oscuridad
y para la etapa de fructificacion requieren iluminacion con longitudes de onda corta
(Sanchez, 1994, en Garita, 2020).

Mas alla de la relevancia ecologica por su capacidad de degradar materiales
organicos, y su importancia culinaria por su alto valor nutricional, Pleurotus spp.
produce importantes biomoléculas como lectinas, proteinas, enzimas y acidos
organicos, que resultan de interés por su actividad biolégica (Papaspyridi et al., 2011).
El material residual del sustrato sobre el que fructifica es un subproducto que puede
tener diversas aplicaciones como abono organico para el sector horticola y floricola,
sustrato nematicida (debido a la capacidad de las hifas de producir toxinas),
bactericida y para la biorremediaciéon in-situ de agua y suelo contaminados con
xenobioticos (Chang y Miles, 2004).

12



La mayoria de las especies del género Pleurotus son antagonistas de
nematodos (Bernardo etal.,, 2023; Genier etal., 2015). Entre los mecanismos
implicados en la actividad nematicida, el hongo descomponedor de madera Pleurotus
ostreatus produce enzimas quitinasas y proteasas que actuan como toxinas
nematicidas. La capacidad nematicida de estas toxinas y la expresion de los sintomas
varia dependiendo de la cepa de hongo y del tiempo de exposicidn. P. ostreatus
produce hifas vegetativas que generan una potente toxina: acido trans-2 decenodioico
(Kwok et al.,, 1992). Los nematodos en contacto con los exudados del hongo
conteniendo las toxinas muestran una inmediata respuesta y se vuelven mas o menos
inmoviles. Estimuladas por productos excretados por el huésped inmdévil, algunas hifas
direccionales convergen en los orificios del cuerpo del nematodo, lo colonizan y lo
digieren (Barron y Thorn, 1987), utilizando su contenido como fuente de nitrégeno
(Sierra Monroy, 2015).

Otro hongo ligninolitico de interés es el hongo modelo de la pudricion blanca,
Coriolopsis rigida LPSC 232, perteneciente al Orden Polyporales y Phylum
Basidiomycota (Hibbett et al., 2007), sin embargo, su posicién taxonémica sigue en
discusion.

La mayoria de los hongos de la podredumbre blanca degradan la lignina por
medio de un sistema oxidativo inespecifico que incluye varias oxidorreductasas
extracelulares, metabolitos de baja masa molecular y especies activas de oxigeno
(Isikhuemhen y Mikiashvilli, 2009; Mendonga et al., 2008; Saparrat et al., 2008, 2014).
C. rigida 232 tiene solo dos lacasas extracelulares que aparentemente son los
componentes principales y unicos de su maquinaria ligninolitica (Saparrat et al., 2002).
Los principales estudios vinculados a C. rigida 232 se centran en su capacidad para
degradar lignina, esteroles, asi como varios contaminantes peligrosos como
colorantes y fracciones alifaticas y aromaticas del petréleo crudo, incluidos los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Colombo et al., 1996, en Saparrat et al., 2014).
Sin embargo, se ha registrado que puede formar parte de relaciones tritroficas, con
diversos hongos micorricicos y plantas; por ejemplo con Glomus deserticola y
Eucalyptus globulus, Glomus deserticola y alfalfay tomate, Gigaspora roseay Quillaja
saponaria Mol, Glomus intraradices y arandano; registrando aumentos de peso seco,
mayor tamafio de plantas y en ciertos ensayos tolerancia de las plantas a Cu y Zn
(Saparrat et al., 2014). A pesar de que se ha sugerido que la mejora en el crecimiento
vegetal por la actividad de estos hongos saproétrofos es debida a la produccion de
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metabolitos promotores del crecimiento vegetal o cambios en la regulacién génica,
todavia se desconocen los mecanismos implicados y las bases fisiologicas de dichas

interacciones (Saparrat et al., 2014).

En un contexto de necesidad por aumentar la productividad de los cultivos y
disminuir el uso de agroquimicos, el empleo de microorganismos benéficos adquiere
gran importancia, especialmente si pueden usarse sustratos gastados derivados de
otras producciones de modo de favorecer una economia circular.

Teniendo en cuenta lo anteriormente descripto, el estudio de las interacciones
entre los HMA y HS, y sus mecanismos de accién, permitira incorporarlos como
bioinsumos, ya sea para la promocién del crecimiento vegetal, como en programas de
control de nematodos fitoparasitos; como una alternativa sustentable que podria
contribuir a la generacion de biofertilizantes y nematicidas mas inocuos y disponibles

para los productores horticolas de la zona.

HIPOTESIS

1. Los hongos micorricicos arbusculares y hongos saproétrofos, aplicados como
bioinsumos, actuan en la promocion del crecimiento vegetal sobre plantas de
pimiento.

2. La presencia del nematodo Nacobbus aberrans en el suelo afecta el
crecimiento de las plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivadas bajo
cubierta.

3. La asociacion con hongos micorricicos arbusculares y hongos saprotrofos
morigera la actividad fitopatogena de N. aberrans, mitigando los dafios

provocados sobre plantas de pimiento.

OBJETIVO GENERAL

Comprobar el efecto de diferentes hongos benéficos y su sinergismo en el
crecimiento de plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) y en la reduccion de la
poblacion de Nacobbus aberrans, para mantenerla por debajo del umbral de dafo

economico en el cultivo de estas plantas.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar las respuestas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas que produce la
inoculacién con hongos micorricicos arbusculares y hongos saprétrofos solos
o combinados, en plantas de pimiento afectadas por N. aberrans.

2. Cuantificar la multiplicacién y el dafio de N. aberrans en raices de pimiento
inoculadas y no inoculadas con microorganismos benéficos.

3. Evaluar la actividad de la co-inoculacion de los hongos micorricicos
arbusculares y saprotrofos bajo estudio, en la promocién del crecimiento y la

proteccion vegetal utilizando plantines de pimiento como modelo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizé en un invernaculo del Instituto de Fisiologia
Vegetal (INFIVE) perteneciente al CONICET y UNLP, bajo condiciones
semicontroladas, con iluminacién natural y control de temperatura por ventilacion

forzada.

Se utilizaron semillas de pimiento variedad “Fyuco”, las cuales se sembraron
en speedlings plasticos, previa desinfeccion con NaOCI (10 %) durante 5 minutos.
Para la siembra se utiliz6 como sustrato una mezcla de perlita:vermiculita (1:1 v/v),
previamente autoclavada; en este momento se inoculé con el HMA. Las bandejas
fueron mantenidas en camara de cultivo durante treinta dias hasta el trasplante. El
mismo se realizd a macetas de 800 ml conteniendo una mezcla de tierra y arena (1:1
v/v) tindalizada durante tres dias consecutivos. Tanto la inoculacién con nematodos
como la de los hongos saprétrofos, se realizd6 al momento del trasplante, en forma

individual y combinada.

Preparacion del inéculo con el hongo micorricico arbuscular

Se utilizé el hongo micorricico Septoglomus deserticola (Trappe, Bloss y J.A.
Menge) G.A. Silva, Oehl y Sieverd (coleccion del Instituto Carlos Spegazzini (UNLP).
La multiplicacién se realizd con trébol blanco (Trifolium repens L.) y lotus (Lotus tenuis

L.), como plantas trampa en camara de cultivo con condiciones controladas de luz y
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temperatura, que se cultivaron en un sustrato compuesto por perlita-vermiculita-arena
(1:1:1 v/v), previamente tindalizado (100°C durante 1 hora por dia, tres dias
consecutivos). Las plantas se mantuvieron en camaras de crecimiento (25 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas y 350 umoles. m?2. s™' de irradiancia) durante 90 dias. Al cabo
de ese tiempo, las plantas se dejaron secar para luego eliminar la parte aérea. Las
raices se cortaron en fragmentos pequefios en forma homogénea con el sustrato,
constituyendo el inéculo, una mezcla de sustrato, hifas, esporas y fragmentos de
raices de trébol y lotus micorrizadas en un 90%, con una densidad de 60 esporas.g"’

de sustrato.

Las plantas que se utilizaron en el ensayo se inocularon a la siembra con 30%

v/v de este indculo.

Preparacién del inéculo con los hongos saprotrofos

Se utilizé una cepa de Pleurotus ostreatus (PO4), proveniente del Laboratorio
de Biotecnologia de Hongos Comestibles y Medicinales (LBHCyM) del Centro de
Recursos Renovables de la Zona Semiarida (CERZOS-CONICET), y una cepa de
Conolops:s rlg/da (232) proveniente del Instituto Carlos Spegazzini (UNLP). Para la
- multiplicacion del inéculo se repicaron los hongos en
cajas de Petri con medio de cultivo agar papa glucosado
(APG) 1,5%, pH 6. Se incubaron en oscuridad a 28-30°C
aproximadamente durante 7-10 dias hasta que el medio
de cultivo se observé completamente colonizado. Luego
ese medio se utilizé para inocular botellas de vidrio con
sustrato constituido por semillas de avena previamente
autoclavadas (Figura 6) (Chang y Miles, 2004). La
incubaciéon de los cultivos bajo condiciones de

fermentacion en estado sélido se realizé en camara de

cultivo a 28°C y en oscuridad (Inalbon et al., 2015).

Figura 6: Botella de vidrio
con semillas de avena
colonizadas por el micelio de
Pleurotus ostreatus. Imagen
propia.
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Preparacion del inéculo de Nacobbus aberrans

Se utilizé un aislado de N. aberrans obtenido de la localidad de Los Hornos, La
Plata, a partir de plantas de tomate infectadas, sabiendo que este aislado es capaz de
reproducirse también en pimiento (Lax et al., 2011). Para la preparacion del in6culo
se utilizé el método de flotacion de Coolen (1979), siguiendo esta metodologia se
extrajeron los huevos procesando las raices con una mezcla de agua e NaOCI (1 %)
en una licuadora durante 1 minuto a maxima velocidad, posteriormente se tamizo
(poro de 37 ym) y se centrifugd con caolin y sacarosa. Se retird el sobrenadante donde
se encuentran los huevos y se enjuagaron con agua. La suspensidon obtenida de
huevos en agua se incubd en oscuridad, a 25 °C y por 72hs para producir la eclosion
de los mismos. Luego la suspensién se paso por embudos Baermann dénde el filtro
permite el paso de los juveniles vivos. Finalmente fueron recolectados y cuantificados

por observacion microscoépica para la inoculacién de las plantas.

Como se menciond anteriormente la inoculacion se realizd al momento del
trasplante, con una concentracion de 200 juveniles por maceta, realizando un orificio
de 2 cm de profundidad en el sustrato, proximo a la plantula. La aplicaciéon de la

suspension de juveniles (J2) se realizé con el uso de una micropipeta.

Tratamientos realizados

El ensayo tuvo un disefio completamente al azar con 6 repeticiones por

tratamiento. Los tratamientos fueron:

Sin nematodos (SN):
- Control, no inoculado con hongos (C)
- Inoculado con S. deserticola (SD)
- Inoculado con P. ostreatus (PO4)
- Inoculado con C. rigida (CR)

- Inoculado con S. deserticola y P. ostreatus (SDPO4)

- Inoculado con S. deserticola y C. rigida (SDCR)

Inoculado con N. aberrans (CN):
17



- Control, no inoculado con hongos (C)

- Inoculado con S. deserticola (SD)

- Inoculado con P. ostreatus (PO4)

- Inoculado con C. rigida (CR)

- Inoculado con S. deserticola y P. ostreatus (SDPO4)

- Inoculado con S. deserticola 'y C. rigida (SDCR)

Parametros evaluados

Una vez finalizado el ensayo, 60 dias después del trasplante, se tomaron

muestras de la parte aérea y de la raiz para determinar los siguientes parametros:

> Area foliar

Para la determinacion del area foliar, se tomaron fotografias de las hojas de
cada una de las plantas de pimiento (Figura 7). Posteriormente se utilizé el programa
Imaged (Figura 8) para seleccionar la superficie correspondiente a cada hoja y obtener

por sumatoria el area foliar de cada planta.

Figura 7: Fotografia de la planta N° 20, Figura 8: Fotografia de la planta N° 20,
correspondiente al tratamiento inoculado procesada con el programa ImageJ. Se
con Septoglomus deserticola y Nacobbus observa en amarillo el contorneado de
aberrans. cada hoja.
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> Numero de huevos del nematodo extraidos de las raices mediante el método
de Hussey y Barker (1973).

El objetivo de esta técnica es extraer y disolver las masas de huevos que se
encuentran en las raices. Para ello las raices se cortaron con tijera en segmentos de
10 cmde largo y se las colocd en una licuadora. Se agreg6 una solucion de hipoclorito
de sodio al 0,5% hasta cubrir |la totalidad de las raices y se licu6 a la velocidad maxima
durante un minuto (Figura 9). Se verti6 la suspension sobre dos tamices superpuestos,
colocando en la parte superior el tamiz de 150 um de apertura de malla y en la inferior,
el de 37um (Figura 10). Se enjuagé el tamiz inferior y se recolect6 el material donde
se encontraban los huevos. Esta técnica se combin6 con la técnica de centrifugacion
— flotacion de Coolen (1979) para clarificar la suspension y facilitar el recuento de

huevos con el microscopio éptico.

— .

Figura 9: Licuadora en Figura 10: Tamiz con apertura
funcionamiento procesando la de malla de 37um con raices
raiz de una planta de pimiento.  procesadas. Imagen propia.
Imagen propia.

> Factor de reproduccion del nematodo (Oostenbrink, 1966).

Se calcul6 en base a la siguiente formula:

P

Fr =
"= i
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Donde: Fr: Factor de reproduccion, Pf£ Poblacion final, Pi: Poblacion inicial inoculada.

Siendo que plantas con Fr = 1 son consideradas inmunes; con Fr < 1 resistentes; y Fr

> 1 susceptibles.

> Peso fresco y seco aéreo y de raiz:

Se determind el peso seco aéreo y de raiz, luego de secar el material en estufa

a 80°C hasta peso constante (Figura 11).

Figura 11: Balanza de
precision para la
determinacién del peso
seco. Imagen propia.

> Determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos segun el método
de Wellburn (1994).

El contenido de clorofila y carotenoides se determiné a partir de un disco de
hoja de 1 cm de diametro (Figura 12). Se utilizd N, N-Dimetilformamida como solvente
de extraccion, determinando la absorbancia de la solucion a las longitudes de onda
647, 664 y 480 nm, en un espectrofotometro Shimadzu UV 160 A. El calculo del
contenido de pigmentos se realizé de acuerdo a Wellburn, (1994) con las siguientes

ecuaciones:
Clorofila a (ug/cm?) = 12 x Ab663,8 - 3,11 x Ab646,8
Clorofila b (ug/cm?) = 20,78 x Ab646,8 - 4,88 x Ab663,8
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Ctotala + b (ug/cm?) = 17,67 x Ab646,8 + 7,12 x Ab663,8

Carotenoides (ug/cm?) = (1000 x Ab480 - 1,12 Ca- 34,07 Cb) / 245

Figura 12: Gradillas con tubos
Eppendorf de cada una de las
muestras analizadas. Imagen propia.

» Determinacion del contenido de proteinas solubles mediante el método de
Bradford (1976).

El contenido de proteinas solubles se determiné a partir de 100 mg de la ultima
hoja completamente expandida, de acuerdo al método de Bradford (1976). Los tejidos
se homogeneizaron en un mortero (Figura 13) con 1 ml del buffer de extraccién (TRIS
50 mM, EDTA 1mM, PVPP insoluble 1%, MeSH 0,1% a pH 7,5) a 4°C (Figura 14). El
homogeneizado resultante se centrifugd a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C. Se
tomaron 100 pl del sobrenadante y se le agregd 5 ml del reactivo Azul Brillante de
Coomassie, se agité en vortex y se leyé la absorbancia a 595 nm. El célculo de la
concentracion de proteinas se efectu6 empleando una curva patrén preparada con

distintas concentraciones de albumina de suero bovino (BSA, SiFMa Chemical Co).
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Figura 13: Mortero con Figura 14: Mesada de trabajo. Se aprecia el mortero,

homogeneizado de una gradilla, tubos Eppendorf con material vegetal en
muestra de hoja de pimiento. recipientes con hielo, micropipeta y buffer de
Imagen propia. extraccion. Imagen propia.

» Determinacion del contenido de prolina mediante el método de Bates et al.
(1973).

Para la determinacion de prolina se homogeneizaron 100 mg de material fresco
de hoja y de raiz con 2 ml de una solucién acuosa al 3% de acido sulfosalicilico. El
homogeneizado se centrifugé a 12000 g por 15 minutos y se tomé 1 ml del extracto
obtenido. Se lo hizo reaccionar con 1 ml del reactivo Ninhydrina acida y 1 ml de acido
acético glacial en un tubo de 15 ml, en bafio maria a 100 °C durante una hora. Al cabo
de ese lapso la reaccion se interrumpié enfriando el tubo rapidamente. A la mezcla
reaccionante anterior se le agregd 2 ml de tolueno y se agité durante 15 a 20 segundos
en vortex. Se dejaron separar las fases y se tomé la fase acuosa conteniendo el
cromoforo tolueno-prolina y se leyé la absorbancia a 520 nm usando tolueno como

blanco.

Se calculé el contenido de prolina por unidad de peso fresco segun:

ug prolina/ml x ml toluenO)/<g PF)

pmol prolina /g PF = ( 115,5 pg/umoles 5

» Contenido de compuestos fendlicos totales por el método de Singleton y
Rossi (1965), con modificaciones.

Se determind por el método colorimétrico que emplea el reactivo de Folin-
Ciocalteu. Se homogeneizaron 500 mg de tejido foliar fresco en etanol. La mezcla se
agitoé y se centrifugé a 10.000 x g durante 15 min a 4 °C. Se tom6 una alicuota de la
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muestra y se mezclé con agua destilada y el reactivo de Folin 1 N. Luego de 3 min a
25 °C se agrego la solucion de Na2COs3 2 % (p/v) en NaOH 0,1 N. Se incubd durante
90 minutos a 25 °C y se midi6 la absorbancia a 760 nm en un espectrofotdmetro. Se
realizd una curva patrén en base a distintas concentraciones de acido galico. Las
lecturas de absorbancia se efectuaron a 760 nm y los resultados finales se expresaron

como ug. mg™' de tejido fresco.

> Presencia de hongos micorricicos mediante la tincién de las raices por el
método de Phillips y Hayman, (1970) y porcentaje de micorrizacién o
colonizaciéon micorricica por el método de Trouvelot et al. (1986).

Las raices se aclararon con KOH al 10% (p/v) (10 minutos, 100 °C). Luego se
lavaron tres veces con agua destilada y se aplicoé una solucién de HCI 0,1N (5 minutos
a temperatura ambiente). Finalmente se tifieron con azul de Tripan (5 minutos a 95°C).
El colorante tifie de color azul las estructuras del hongo que contienen quitina, principal
componente de las paredes celulares de los HMA. Luego las raices se conservaron

en una solucién de lacto-glicerol.

Para su observacion y posterior cuantificacion, los fragmentos de raices
tefidas, de aproximadamente 1cm de longitud, se montaron en portaobjetos
afiadiendo gotas de acido lactico (Figura 15) y se cubrieron con un cubreobjeto
observandose al microscopio 6ptico (Figura 16). Se realizaron 3 repeticiones de cada
tratamiento, analizando 30 fragmentos de raices por planta. De cada muestra se
observo la presencia de campos negativos (sin presencia de estructuras fungicas) y
positivos (con presencia de estructuras fungicas). En los campos positivos se tuvo en
cuenta el tipo de estructuras (arbusculos, vesiculas, hifas) presentes dentro de la raiz.
El porcentaje de micorrizacion (M%) se calculé como la proporcién de raices

infectadas sobre el numero total de fragmentos de raiz analizados.

23



Figura 15: Seleccion de raices de pimiento tefidas con azul Figura 16: Portaobjetos

de Tripan. Imagen propia. sobre el microscopio éptico
listo para observar las
raices. Imagen propia.

> Persistencia de hongos en el suelo

Una vez finalizado el ensayo, se realizdé un muestreo del suelo para observar la
persistencia de los hongos. Para ello se tomaron muestras de 100 gr de las macetas.
De cada muestra se tom6 un gramo de suelo y se coloco en tubos Falcon de 10 ml.
Las muestras se lavaron 10 veces con agua destilada. El suelo lavado se colocé en
cajas de Petri con papel filtro y se llevé a estufa por 24 hs. Una vez seco, se colocaron
cinco particulas de suelo en cajas de Petri con medio de cultivo agar papa glucosado
con 1 ml de solucion de antibiético (cloranfenicol 1 gr + estreptomicina 0,5 gr en 200
ml de agua destilada) (Figura 17). Se prepararon 3 muestras por tratamiento y 10
repeticiones por muestra. Se dejaron incubar por 7 dias en oscuridad a 28°C para

luego observar la formacién de colonias.
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Figura 17: Cajas de Petri en el flujo laminar, listas para ser
inoculadas. Imagen propia.

Diseno experimental

El ensayo se realizé6 siguiendo un disefio experimental completamente
aleatorizado, con 6 repeticiones. Los datos se analizaron por ANOVA y las medias se
compararon usando LSD (P<0,05). Para analizar las interacciones se siguio un disefio

factorial 2k y se analiz6 con el programa InfoStat 2020.

RESULTADOS

> Area Foliar

En ausencia del nematodo, la presencia de S. deserticola combinado con C.
rigida y P. ostreatus aumenté de manera significativa el area foliar de las plantas de
pimiento respecto al control (Figura 18), siendo la primera combinacion la de mayor
valor; mientras que no se observaron diferencias entre el testigo y los tratamientos con
S. deserticola, P. ostreatus y C. rigida inoculados de forma individual. Con respecto a
los tratamientos infectados con nematodos se observd la misma tendencia, las
combinaciones del hongo micorricico con los saproétrofos presentaron los mayores

valores de area foliar de manera significativa.
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Figura 18: Area foliar. Tratamiento control (C), e inoculados con Septoglomus deserticola (SD),
Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones entre Septoglomus deserticola
y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola y Pleurotus ostreatus (SDPO4), sin (SN) y
con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos indican diferencias significativas
segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

» Numero de huevos de nematodos extraidos de las raices mediante el método
de Hussey y Barker (1973) y factor de reproduccion del nematodo
(Oostenbrink, 1966).

Todos los tratamientos disminuyeron de manera significativa el numero de

huevos de nematodos por gramo de raiz (Tabla 1). Las menores reducciones se
obtuvieron con la inoculacion de C. rigida y P. ostreatus, mientras que con la
incorporacion de S. deserticola s6lo o combinado con los otros microorganismos, las
reducciones fueron mucho mayores. En cuanto al factor de reproduccion, todos los
tratamientos son susceptibles al nematodo, teniendo un mejor comportamiento los
inoculados con S. deserticola s6lo y combinado con los demas hongos; asi mismo, P.

ostreatus también disminuyo significativamente dicho parametro.

Tabla 1: Numero de huevos por cada gramo de raiz y factor de reproduccién (FR)
para cada uno de los tratamientos evaluados. Tratamiento control (C), e inoculados
con Septoglomus deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR);
y combinaciones entre Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y
Septoglomus deserticola y Pleurotus ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN)

Nacobbus aberrans.
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Tratamiento Huevos/gr raiz FR

CCN 133,7 A 20,5A
SD CN 16,1 D 6,8C
CRCN 74,1B 12,9B
PO4 CN 48,2C 7,7C
SDCR CN 24,7D 6,8C
SDPO4 CN 18,8 D 4,7C

Letras distintas entre tratamientos indican diferencias significativas segun LSD de Fisher (p < 0,05)

> Peso fresco y seco aéreo y de raiz

Al evaluar el peso fresco aéreo (Figura 19) no se observaron mayores
diferencias entre los tratamientos sin nematodos, salvo en la combinacion de S.
deserticola con C. rigida. Los tratamientos con nematodos siguen la misma tendencia,
los mayores pesos fueron obtenidos en los tratamientos inoculados con el hongo

micorricico en combinacion con C. rigida y P. ostreatus.

En cuanto al peso fresco radical (Figura 19), tanto con y sin nematodos la
tendencia observada es similar a lo anteriormente descripto de parte aérea. En ambos
casos los mayores pesos se observan cuando se combina a S. deserticola con C.
rigida y P. ostreatus, asi mismo las plantas inoculadas con C. rigida, con y sin
nematodos, igualmente mostraron valores de peso superiores a los respectivos
testigos, siendo el hongo que presentd el mejor comportamiento al ser inoculado en
forma individual, en este parametro. Por otro lado, todos los tratamientos con

nematodos superaron a su analogo sin nematodos.
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Figura 19: Peso fresco aéreo y peso fresco radical. Tratamiento control (C), e inoculados con
Septoglomus deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones
entre Septoglomus deserticola 'y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola y Pleurotus
ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

Los mayores valores de peso seco aéreo, tanto con y sin nematodos, fueron
los obtenidos de los tratamientos con S. deserticola junto con C. rigida y P. ostreatus
(Figura 20). El resto de los tratamientos no mostraron diferencias significativas. En el
peso seco de las raices (Figura 20) sin nematodos, se observé una reduccion en los
tratamientos CR, SDCR y SDPO4, mientras que con S. deserticola y P. ostreatus no
presentaron diferencias significativas con el testigo. Con nematodos la situacion es
diferente, a pesar que el mayor peso sigue siendo el tratamiento control, a él le siguen
las combinaciones de microorganismos SDCR y SDPO4, y presentaron menores

valores los hongos inoculados individualmente.
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Figura 20: Peso seco aéreo y peso seco radical. Tratamiento control (C), e inoculados con
Septoglomus deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones
entre Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola 'y Pleurotus
ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

> Determinacién del contenido de pigmentos fotosintéticos segun el método
de Wellburn (1994)

En ausencia de nematodos, el tratamiento control presentd el mayor contenido
de clorofila, ademas se observaron (Figura 21) dos grupos de resultados, cuando los
hongos fueron inoculados individualmente presentaron menores valores de clorofila,
y sin diferencia significativa entre ellos, en comparacién con el otro grupo de
resultados correspondiente a la inoculacion combinada entre ellos. En presencia de
nematodos, el valor de clorofila mas bajo se registré en el control y se observd un
aumento significativo en todos los tratamientos inoculados con microorganismos
respecto al control, siendo el mayor valor el correspondiente al tratamiento inoculado
con PO4.
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Figura 21: Contenido de clorofila. Tratamiento control (C), e inoculados con Septoglomus
deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones entre
Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola y Pleurotus
ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

La concentracion de carotenoides en hoja (Figura 22) aumenté con la
inoculacién de Coriolopsis rigida, mientras que en los tratamientos PO4 y SDCR Ia
concentracion disminuyo significativamente respecto al control. Con la inoculacién de
nematodos, todos los tratamientos presentaron concentraciones mayores al testigo, y
se destacod el inoculado con PO4 quien obtuvo la mayor concentracion de

carotenoides.

7.0 EF
DEF CDE

6.0

CAROTENOIDES (ug/cm?)

C SD PO4 CR  SDCR SDPO4| C SD PO4 CR  SDCR SDPO4
SN CN

30



Figura 22: Contenido de carotenoides. Tratamiento control (C), e inoculados con Septoglomus
deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones entre
Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola y Pleurotus
ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

» Determinacion del contenido de proteinas solubles mediante el método de
Bradford, (1976)

Los tratamientos sin nematodos SDCR y SDPO4 no obtuvieron diferencias
significativas con el testigo en cuanto al contenido de proteinas solubles (Figura 23),
sin embargo, las plantas de pimiento inoculadas individualmente con Septoglomus
deserticola, Pleurotus ostreatus y Coriolopsis rigida redujeron significativamente su
concentracion. En presencia de nematodos, la concentracidn de proteinas solubles de
los distintos tratamientos es igual o superior al tratamiento testigo, siendo SDPO4 el

tratamiento que se destaca por sobre el resto con la mayor concentracion.
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Figura 23: Contenido de proteinas solubles. Tratamiento control (C), e inoculados con Septoglomus
deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones entre
Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola y Pleurotus
ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

> Determinacion del contenido de prolina mediante el método de Bates et al.
(1973)

La concentracion de prolina en hoja se incremento respecto al control en todos

los tratamientos sin nematodos (Figura 24), siendo significativo el aumento en los
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tratamientos CR, SDCR y SDPO4. En cuanto a los tratamientos con nematodos, se
observo la misma tendencia, aunque solo fue significativo el aumento en el tratamiento
SDPO4. Septoglomus deserticola inoculado individualmente presentd una reduccion
significativa de la concentracion de dicho aminoacido, mientras que al ser inoculado

junto a Coriolopsis rigida y Pleurotus ostreatus los valores superaron al testigo.
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Figura 24: Contenido de prolina en hoja. Tratamiento control (C), e inoculados con Septoglomus
deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones entre
Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola y Pleurotus
ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

En todos los tratamientos sin Nacobbus aberrans se redujo significativamente
la concentracion de prolina en las raices de pimiento (Figura 25), las mayores
reducciones se observaron en los tratamientos PO4, CR, SDCR y SDPO4. Los
tratamientos con nematodos siguieron la misma tendencia excepto SDPO4, donde se

observo un incremento significativo por encima del tratamiento testigo.
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Figura 25: Contenido de prolina en raiz. Tratamiento control (C), e inoculados con Septoglomus
deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); y combinaciones entre
Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus deserticola y Pleurotus
ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas entre tratamientos
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

» Contenido de compuestos fendlicos totales por el método de Singleton y
Rossi, (1965), con modificaciones

El contenido de compuestos fendlicos en hojas de pimiento se incrementé en
los tratamientos sin nematodos, siendo significativo cuando se inoculé con PO4 en
forma individual o combinado con SD (Figura 26). Con la incorporacién de nematodos,
todos los tratamientos presentaron un menor contenido de compuestos fendlicos que
el control, sélo la combinacion SDPO4 no presentd diferencias significativas con el

control.
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Figura 26: Contenido de compuestos fendlicos totales en hoja. Tratamiento control (C), e
inoculados con Septoglomus deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR);
y combinaciones entre Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus
deserticola y Pleurotus ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas
entre tratamientos indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

Al evaluar el contenido de compuestos fendlicos en raiz, tanto en los
tratamientos con y sin nematodos, se obtuvieron menores valores comparado con sus
respectivos testigos (Figura 27). En ausencia de Nacobbus aberrans, Septoglomus
deserticola inoculado en forma individual o con los otros dos microorganismos
presenté diferencias significativas con el control. En cuanto a los tratamientos con
nematodos, todos los tratamientos inoculados con los hongos en estudio, solos o
combinados, presentaron una disminucion significativa del contenido de fenoles en

sSus raices.
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Figura 27: Contenido de compuestos fendlicos totales en raiz. Tratamiento control (C), e inoculados
con Septoglomus deserticola (SD), Pleurotus ostreatus (PO4), Coriolopsis rigida (CR); vy
combinaciones entre Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y Septoglomus
deserticola y Pleurotus ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans. Letras distintas
entre tratamientos indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p < 0,05).

> Presencia de hongos micorricicos mediante la tincion de las raices por el
método de Phillips y Hayman, (1970) y porcentaje de micorrizacién o
colonizaciéon micorricica por el método de Trouvelot et al. (1986).

El porcentaje de colonizacién (Figura 28) de Septoglomus deserticola se vio
significativamente disminuido con la incorporacion de los hongos Coriolopsis rigida y
Pleurotus ostreatus. Por otro lado, todos los tratamientos con nematodos tuvieron

mayor micorrizacion que sus tratamientos analogos sin Nacobbus aberrans.
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Figura 28: Porcentaje de colonizacion micorricica. Tratamiento inoculado con Septoglomus
deserticola (SD), y combinaciones entre Septoglomus deserticola y Coriolopsis rigida (SDCR), y
Septoglomus deserticola y Pleurotus ostreatus (SDPO4), sin (SN) y con (CN) Nacobbus aberrans.
Letras distintas entre tratamientos indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher (p
<0,05).

» Persistencia de hongos en el suelo

Al finalizar el ensayo no se observo en las placas cultivadas ningun crecimiento

de colonias fungicas.

DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que un manejo adecuado de los
microorganismos de la rizésfera puede jugar un rol fundamental en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Las relaciones benéficas entre microorganismos y la planta
hospedera incrementan el crecimiento y la resistencia a diferentes tipos de estrés
bidtico y abidtico (Smith y Read, 2010).

La simbiosis micorricica arbuscular puede proporcionar a la planta varios
beneficios como mejorar la absorcién de agua (Barea et al., 2016), nutrientes (Azcén-
Aguilar y Barea, 2015) y producir hormonas que estimulan el crecimiento de la planta
(Ruiz-Lozano et al., 2016), mejorando su condicion fisiolégica a pesar de no modificar
la poblacion final de patégenos. Todo ello se traduce en un mayor crecimiento vegetal,
demostrado en el presente trabajo a través de los pesos frescos y secos tanto aéreos
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como radicales que aumentaron en la mayoria de los tratamientos con la incorporacion
de S. deserticola. En este trabajo la combinacion con S. deserticola 'y C. rigida tuvo un
efecto positivo en el peso fresco y seco de las plantas como en el area foliar.
Resultados similares obtuvieron (Arriagada et al., 2014) y Chavez et al. (2014) al
combinar C. rigida y S. deserticola en plantas de eucalipto y Pinus radiata
respectivamente sobre la altura y biomasa demostrando un sinergismo entre estos

hongos en cuanto a la promocion del crecimiento.

Por otro lado, en este ensayo se obtuvieron resultados variables al analizar los
tratamientos donde Pleurotus ostreatus estaba implicado, en contraposicion con
Okorie et al. (2011) quienes observaron mayor peso fresco y seco de los brotes de

soja inoculados con este hongo en presencia del nematodo Meloidogyne incognita.

Los parametros fisiolégicos como el contenido de clorofila, carotenoides y
proteinas solubles disminuyeron en presencia de N. aberrans al igual que Bernardo
et al. (2020) donde observaron que, en plantas de pimiento, frente a la inoculacién con
N. aberrans, estos parametros disminuyeron. A su vez se pudo observar que las
plantas inoculadas con los microorganismos individualmente obtuvieron mayor

contenido de clorofila y carotenoides que las inoculaciones combinadas.

Se han registrado alteraciones en las células vegetales, como hiperplasia e
hipertrofia en respuesta a la infeccion por nematodos, lo que conduce a la ruptura del
xilema y floema (Hewezi y Baum, 2013). En consecuencia, se reduce el flujo de
sustancias a través de los tejidos de conduccion y se detecta un aumento sistémico
de sustancias, que pueden utilizarse como “marcadores” de estrés hidrico (Moreno,
2009). Bajo estas condiciones limitantes, la prolina se acumula al desencadenarse la
produccion de enzimas claves en la ruta de sintesis de los osmolitos como respuesta
al estrés hidrico (Masoudi-Sadaghiani et al., 2011). Javot y Maurel (2002) indican que
frente a situaciones de estrés las plantas pueden experimentar procesos de
degradacion proteica a fin de proveer de aminoacidos para la construccion de nuevos
compuestos o bien para ser utilizados como osmolitos como el caso de la prolina.
Ruscitti et al.(2015) mostraron cémo las plantas de tomate no inoculadas se vieron
mas afectadas por el estrés hidrico que las inoculadas con F. mosseae y R.
intraradices, como se evidencia en sus mayores valores de prolina, lo que coincide
con lo observado en la parte aérea en este trabajo, mientras que en raices el contenido
de prolina disminuy6 en los tratamientos CR y SDCR, probablemente debido a que
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los hongos seleccionados produjeron una compensacion mitigando el estrés causado
en las plantas ya sea por tener mayor superficie de absorcion de agua por las hifas o
por el efecto que se produjo sobre la poblacion de nematodos y su penetracion en las

raices (Azcén-Aguilar & Barea, 1996).

Los compuestos fendlicos juegan un papel clave en los mecanismos
involucrados en la interacciéon planta-nematodo, dado que un aumento en su
contenido se asocia con resistencia sistémica a nematodos migratorios y sedentarios
(Arias et al., 2009). Estos compuestos se acumulan en los sitios de localizacion de los
nematodos y el contenido en los érganos no afectados por la infeccion puede
aumentar varias veces (efecto sistémico), ya que pueden translocarse a través de los
tejidos principalmente a través del floema (Arias et al., 2009). En este trabajo se
observd una menor acumulacion de estos compuestos en plantas inoculadas con la
micorriza 'y C. rigida, tanto en hojas como en raices. Esto se relaciona con la capacidad
de los hongos para aumentar la tolerancia del huésped al ataque de patégenos y
plagas, a través de mecanismos como la absorcion de agua y nutrientes y, en
consecuencia, el normal funcionamiento de los procesos fisioldgicos de las plantas y
al efecto que tiene sobre la movilidad de los nematodos impidiendo la entrada de los

mismos en la raiz (Vos et al., 2012).

Las plantas que crecieron con el nematodo presentaron un mayor porcentaje
de micorrizacion en comparacion con sus respectivos tratamientos sin nematodos.
Segun Azcén-Aguilar y Barea (1996), la alta micorrizacion en presencia de nematodos
fitoparasitos puede deberse a la compensacion del dafio causado por los nematodos

en las raices, aumentando la formacion de hifas y otras estructuras fungicas.

Como sugieren los resultados de este trabajo, las plantas de pimiento
inoculadas con S. deserticola, C. rigida y P. ostreatus de forma individual o
combinados, son menos afectadas por N. aberrans, debido a la disminucion del factor
de reproduccion y el numero de huevos del nematodo. Probablemente el efecto
bioprotector causado por P. ostreatus radique en su capacidad de producir y liberar
toxinas que paralizan al nematodo y posteriormente sus hifas lo colonizan. Genier
et al. (2015) evaluaron dicho hongo contra el nematodo de vida libre Panagrellus spp.,
y obtuvieron in vitro reducciones de su poblacién, al primer dia de ensayo de un 50%,
alcanzando valores superiores al 90% al tercer dia, atribuyendo sus resultados al
mecanismo anteriormente mencionado. Por otra parte, numerosos estudios de C.
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rigida dan cuenta de las lacasas producidas y liberadas extracelularmente y la
actividad catalitica que poseen (Diaz Rodriguez, 2010; Saparrat et al., 2002, 2014). Si
bien, es probable que dichas enzimas no actuen directamente contra N. aberrans, si
lo podrian hacer indirectamente debido a que en el proceso de ligndlisis se generan
especies reactivas de oxigeno y radicales aromaticos. Dichos compuestos pueden
producir reacciones no enzimaticas como, por ejemplo, la ruptura de enlaces tipo éter,
fragmentacion de anillos aromaticos, ruptura de enlaces Ca-C[3, demetoxilacion, entre
otros; y probablemente también los nematodos sean afectados por ellos (Diaz
Rodriguez, 2010). En este ensayo los tratamientos SD, SDCR y SDPO4 mostraron
una mayor reduccion de la poblacién de nematodos comparado con los demas

tratamientos.

Por todo lo dicho, se demuestra que la inoculacion con S, deserticola y los
hongos saprétrofos en plantas de pimiento reduce la poblacion de nematodos.
También se pudo observar que la combinacién de S. deserticola y C. rigida no solo
produjo un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas, sino también sobre la
defensa de las mismas evidenciado por la disminucién en el contenido de prolina y
compuestos fendlicos. Estos resultados pueden indicar que hay una interaccidn
positiva entre estos microorganismos, una interaccion de sinergismo. A su vez,
pueden contribuir a profundizar el estudio de la inoculacion combinada de hongos
micorricicos y C. rigida como practicas para introducir en la produccion de cultivos

horticolas como biofertilizantes y para el control de nematodos fitopatdégenos.

CONCLUSIONES Y/O RECOMENDACIONES

S. deserticola junto con C. rigida y P. ostreatus, aplicados como bioinsumos,
actuan promoviendo el crecimiento en las plantas de pimiento, reflejado en el aumento

de pesos frescos y secos tanto aéreos como radicales.

La presencia del nematodo Nacobbus aberrans en el suelo afecta el
crecimiento de las plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivadas bajo cubierta,
reflejandose en una disminucion del contenido de clorofila, carotenoides y proteinas

solubles.
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La asociacion del hongo micorricico arbuscular S. deserticola con hongos
saproétrofos como C. rigida y P. ostreatus morigera la actividad fitopatogena de N.

aberrans, mitigando los dafnos provocados sobre las plantas de pimiento.

Se destaca el tratamiento con C. rigida y la combinacion entre S. deserticola 'y
C. rigida por promover el crecimiento de las plantas de pimiento y provocar un efecto

positivo en la defensa ante N. aberrans.
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