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RESUMEN

El falso nematodo agallador, Nacobbus aberrans, causa importantes pérdidas
econdémicas en el Cinturén Horticola Platense (CHP). Este patégeno provoca una reduccién
del sistema radical apto para la nutricion de la planta, y determina asi una reduccion en el
rendimiento y crecimiento de las plantas. Esto condujo a los productores, en ocasiones, al uso
indiscriminado de fumigantes quimicos como el bromuro de metilo. Este ultimo, aunque muy
eficiente, ha tenido que ser retirado del mercado debido a que dana la capa de ozono. Por este
motivo, el presente trabajo tiene como objetivo estudiar el efecto de la inoculacion al trasplante
con hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) y la aplicacion de nematicidas
alternativos en un suelo infestado con Nacobbus aberrans sobre la poblacion del patégeno vy el
crecimiento de plantas de berenjena. En un establecimiento de produccién ubicado en la
localidad de Arana, prov. de Buenos Aires, se llevo a cabo el trabajo experimental en plantas
de berenjena (Solanum melongena) bajo condiciones de invernaculo y en un suelo infestado
de nematodos. Veinte dias antes del trasplante, los lomos se trataron con distintos productos
quimicos de accion nematicida, determinando tres tratamientos: un control (sin aplicacion), un
tratamiento con ozono y otro con 1,3 dicloropropeno + cloropicrina. Inmediatamente antes del
trasplante la mitad de las plantas de cada tratamiento fueron inoculadas con 80 g del hongo
micorricico Rhizophagus intraradices (Rl) y el resto con indculo inactivado (NI), para generar
las mismas condiciones experimentales. Los parametros evaluados sobre las plantas fueron
indice de verdor, contenido de clorofila y carotenos, porcentaje de micorrizacién, conductividad
relativa, contenido de malonildialdehido (MDA), proteinas solubles y prolina de hojas y raices,
peso fresco de raices, numero de huevos de nematodo por planta y rendimiento de frutos. El
tratamiento mas eficiente para el control de N. aberrans fue la aplicacion de 1, 3
dicloropropeno + cloropicrina. En tanto que el uso de ozono no dio buenos resultados. No se

observé disminucién de la poblacion de nematodos en las plantas micorrizadas.



INTRODUCCION

La berenjena (Solanum melongena L.) es una hortaliza de la familia Solanaceae
originaria de las regiones calidas de la India y China (Lawande & Chavan, 1998). Es una planta
herbacea plurianual cultivada como anual. Tiene un crecimiento lento e indeterminado,
pudiendo llegar, en condiciones de cultivo al aire libre, a una altura de 2 a 2,5 m y en
invernadero incluso a los 4 m. Posee un sistema radicular muy desarrollado y profundo. Su
tallo es erecto y rigido, espinoso, ramificado y lignificado. Las hojas son de gran tamafo, con
bordes lobulados, textura aterciopelada y pubescentes en el envés. En algunos cultivares
presenta espinas en el nervio central de las hojas y en el caliz de la flor, si bien existen en el
mercado variedades con menos espinas o practicamente sin ellas que, evitan la consecuente
incomodidad para la manipulacién de la planta y los frutos durante el manejo del cultivo. Las
primeras flores aparecen cuando el tallo principal se bifurca. Segun el vigor y estado
fenoldgico, en las axilas de las hojas se presenta una flor principal acompanada de una o
varias secundarias en forma de ramillete, aunque también es posible verlas en los entrenudos.
Las flores son hermafroditas, con estambres amarillos y corola violeta mas o menos intenso,
incluso blanca en aquellas que dan frutos de color blanco. El fruto es una baya carnosa de
diversas formas (cilindrica, ovoide, casi esférica) y colores (violeta, negro, morado, blanco,
blanco jaspeado) segun las distintas variedades (foto 1). Las semillas son pequefas,

aplastadas y de color parduzco (Baixauli Soria & Maroto, 2016)

Con respecto a la ecofisiologia, la berenjena es la solanacea mas exigente en
temperatura: la 6ptima nocturna es de 18 a 22 °C y la diurna de 22 a 26 °C. Su cero vegetativo,
bajo el cual el crecimiento se detiene, se establece en 9-10 °C, temperaturas por debajo de 11-
12 °C pueden provocar la caida de flores, deformidades y falta de color en el fruto. La planta se
ve afectada por las temperaturas inferiores a 0 °C. Algunos autores consideran que 35 °C es la

maxima letal, aunque hay otros que consideran 45 °C como la maxima biolégica; en cualquier



caso se trata de una planta que resiste muy bien las altas temperaturas. La semilla germina
entre los 23 y 28 °C, después de 7 a 10 dias, con un valor minimo de 18 °C y maximo de 35
°C. Su poder germinativo es bajo -alrededor de 65%- y su longevidad de 4 a 6 afios. La planta
se desarrolla bien con humedades relativas comprendidas entre 65 y 80 %, y resulta
importante evitar valores elevados por su sensibilidad a enfermedades como las provocadas
por Botrytis cinerea. Cuando la humedad relativa es alta y persiste en el tiempo puede
provocar amarillamiento de la planta y falta de cuaje. Se la considera una planta con alta
demanda luminosa y es propensa al ahilado, aunque cuando la radiacion es excesiva, sobre
todo si esta acompafiada de altas temperaturas, puede producir planchado en los frutos. Una
baja intensidad luminica puede provocar malformaciéon de flores y hojas, por lo que hay que
aplicar técnicas de cultivo adecuadas para evitarlo. La berenjena esta considerada como una
planta de dia largo, su floracién puede verse comprometida con una longitud de dia inferior a

las 12 horas (Baixauli Soria & Maroto, 2016).

Foto 1: plantas de Solanum melongena en invernadero.

(Fuente: https://tupale.co/s327)



https://tupale.co/s327

El cultivo de la berenjena es de relativa importancia econdmica y actualmente se
encuentra en plena expansion en muchos paises del mundo (Maroto Borrego, 2002). En
Argentina la superficie cultivada es de 1280 ha (Censo Nacional Agropecuario, 2002), de las
cuales 146 ha se encuentran en la provincia de Buenos Aires, con una produccién anual
estimada en 3.230 tn. La superficie implantada en invernadero es de 17,68 ha, con una

produccion de 862 tn/afio (Censo Hortifloricola de Buenos Aires, 2005).

El cultivo de este articulo en invernadero representa, junto con el tomate y el pimiento,
uno de las hortalizas de fruto mas importantes del Cinturén Horticola de La Plata. En el partido
de La Plata la superficie implantada es de 30 ha con una producciéon de 575 tn. Cinco
hectareas dentro de este total son de cultivo bajo cubierta con una produccién anual de 211 tn
(Censo Hortifloricola de Buenos Aires, 2005). En cultivos protegidos, la producciéon puede ser
de 8 a 12kg/m®. En las variedades hibridas de fruto alargado el peso medio de cada baya
suele estar comprendido entre 150 y 190 gr. En las variedades hibridas de fruto redondo su
peso medio suele estar entre 200-250 gr llegando en casos extremos a los 300gr (Boletin

Horticola, 2007).

Con la intensificaciéon de la horticultura en invernadero fueron manifestandose una serie
de inconvenientes, entre los cuales se encuentran los problemas sanitarios. Dentro de ellos
destacan aquellos cuyo in6culo primario estd presente en el suelo, especificamente
nematodos, hongos, bacterias y malezas. El nematodo Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) es
responsable de producir importantes pérdidas en la produccion de numerosos cultivos (foto 2).
En nuestro pais este fitoparasito se encuentra distribuido en focos o microrregiones, siendo en
el Cinturén Horticola Platense donde causa los problemas productivos mas importantes. Sin
embargo, por el momento no existen en Argentina evaluaciones que permitan estimar los

dafos en los rendimientos y las consecuentes pérdidas econdmicas (Chaves & Torres, 2001).



Foto 2: juvenil de Nacobbus aberrans

(Fuente: http://nematode.unl.edu/naberra.htm)

Nacobbus aberrans

Nacobbus aberrans se diferencia de otros nematodos del suelo por su polifagia, un
elevado potencial reproductivo y una notable capacidad de adaptacion. Estos aspectos le
aseguran poder invadir con éxito zonas muy variadas e instalarse en ellas. Por otra parte se
alimenta a partir de raices de numerosas malezas, lo que le permite concretar su ciclo de vida
en ausencia de cultivos susceptibles (Doucet & Lax, 2005). Como consecuencia del ataque del
nematodo es posible observar en las raices agallas de tamafo variable, sobre las que se
pueden distinguir masas de huevos (foto 3). Al inicio de la infeccion, las agallas se encuentran
separadas y en su interior alojan una sola hembra (Manzanilla-Lépez et al., 2002), pero a
medida que la infeccion aumenta, también lo hace el numero de agallas, haciéndose mas
préximas entre si y adoptando el aspecto de cuentas de rosario que en algunos casos llegan a
contener a mas de una hembra. Debido a esto es que se le conoce también como nematodo
del rosario (Costilla et al., 1981). Los sintomas que causa la infeccion son reduccién del
crecimiento, clorosis del follaje, marchitez subita (bajo condiciones de poca humedad) y una
reduccion significativa en el rendimiento, caracterizado por la presencia de frutos pequenos
que con frecuencia presentan sintomas de podredumbre apical. Las plantas infectadas con N.
aberrans presentan un menor peso del follaje verde y raices en comparacion con plantas libres

de nematodos (Zamudio et al., 1987).



Foto 3: Sistema radical con agallas

(Fuente: propia)

Ciclo de vida

Parte del ciclo de vida se desarrolla en el suelo y parte en los tejidos del hospedador
(Foto 4). La duracién del ciclo varia segun la temperatura y la disponibilidad de alimento. En
condiciones 6ptimas (22-24°C) puede oscilar entre 37 y 48 dias (Costilla, 1985). Es una
especie anfimictica, con un marcado dimorfismo sexual respecto a la forma del cuerpo. Los
machos son filiformes (0.7-1.2 mm de largo), mientras que las hembras maduras son
voluminosas y fusiformes (0.7-1.9 mm de longitud). El ciclo comprende cuatro estadios larvales
y los adultos. El primer estadio (L1) se desarrolla en el interior del huevo. Luego de una muda,
se forma una larva de segundo estadio (L2) que va a emerger al exterior. Esta larva se
desplazara en el suelo en busca de un hospedador adecuado. Las larvas se alimentan del
citoplasma de células del parénquima cortical perforando las paredes con ayuda de su estilete.
A medida que el nematodo se va alimentando, muda pasando por el tercer (L3) y cuarto
estadio larval (L4). Posteriormente, daran lugar a un individuo filiforme: hembra inmadura
(también llamada hembra joven) o a un macho (Doucet & Lax, 2005) que migran al exterior de

la raiz.



La hembra inmadura vuelve a penetrar en el interior de la raiz y se fija a la proximidad
del cilindro central en donde induce el desarrollo de su sitio de alimentacion (sincito). Esto da
lugar a una serie de alteraciones histolégicas y fisiolégicas particulares en esa zona del
sistema radical del hospedador. Con el transcurso del tiempo, el nematodo pierde su aspecto
filiforme y se torna voluminoso con apariencia de huso o cigarro (hembra madura). Puede
llegar a adoptar formas muy variables segun sea la rigidez de los tejidos del vegetal entre los
que se desarrolla. Una vez fecundada, la hembra genera una masa gelatinosa en la que se
depositan entre 40-800 huevos y que, generalmente, queda sobre la superficie de la agalla, en
contacto con el suelo. Los huevos eclosionaran continuando con el ciclo de vida de la especie
0 se mantendran en la matriz gelatinosa hasta que las condiciones ambientales sean
favorables. Se considera que N. aberrans tendria dos estrategias principales de desarrollo: i) la
L2 se introduce en la raiz de la planta y continua su ciclo dentro de los tejidos hasta alcanzar la
etapa adulta; ii) el desarrollo de la L2 puede ocurrir tanto dentro como fuera del vegetal, con
repetidas penetraciones y emigraciones al suelo, hasta convertirse en macho o hembra

inmadura (Manzanilla-Lépez et al., 2002).

Las masas de huevos tienen la capacidad de soportar condiciones adversas, tales
como las bajas temperaturas (hasta -13° C) y la desecacién por periodos prolongados de
tiempo (Gonzalez & Franco, 1997). Ha sido sefalado que las L3 y L4 pueden permanecer
viables bajo situaciones de extrema humedad, temperatura y ausencia de hospedadores

susceptibles durante aproximadamente un afio (Cristobal et al., 2001).

El nematodo es dispersado a través de agentes que implican movimientos del suelo
(maquinaria agricola, agua, viento) y vegetales contaminados. Estos en conjunto, aseguran a

la especie la posibilidad de colonizar nuevas areas y parasitar otros hospedadores.



Masas de huavedllos

Foto 4: Representacion del ciclo biolégico de N. aberrans. A) etapa embriogénesis, B)
segunda etapa larvaria, ataca raices, C) J,,J3Js Yy hembras jovenes invaden la raiz como
inoculo primario, D) J, se alimentan de células puede salir y reinfectar la raiz formando falsos
nudos, E) tercera etapa larvaria, F) cuarta etapa larvaria, G) nematodos adultos, el macho
abandona la raiz, H) hembra deposita huevos en ovisaco, |) las agallas contienen hembras

ovipositoras, J) K) indice de agallamiento (fuente: Sanchez Portillo, J. F., 2010).

Medidas para el manejo de N. aberrans

Para disminuir la poblacion de las plagas a niveles de dafio econdmicamente
aceptables, la desinfeccion del suelo se ha transformado en una practica de manejo casi
obligada en los sistemas intensivos horticolas. Existen numerosos herramientas para llevar
adelante esta practica, sin embargo la mas adoptada por los productores a nivel mundial ha
sido el control quimico. El uso del fumigante quimico denominado bromuro de metilo se
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generaliz6é debido a su gran poder biocida y a la practicidad para ser aplicado. Sin embargo el
uso de este producto como fumigante de suelo esta prohibido desde el afio 2015 a través del
Protocolo de Montreal por ser un gas que contribuye a la destruccién de la capa de ozono y
ademas muy peligroso para la salud de los trabajadores que lo manipulan (SENASA, 2006).
Surge entonces, la necesidad de probar otras alternativas bioldgicas, fisicas y quimicas para

su sustitucion.

Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares

Dentro de las medidas bioldgicas utilizadas para el control de los nematodos, se
encuentran los hongos formadores de micorrizas arbusculares que constituyen una parte
esencial de los ecosistemas agrarios ya que forman simbiosis mutualistas con mas del 80% de
las plantas vasculares terrestres. Esta 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 & Linderman, 2001).
Segun su estructura y relaciones morfolégicas con la planta hospedadora se distinguen
endomicorrizas y ectomicorrizas, y dentro de las primeras las mas importantes en agricultura
son las que al colonizar la raiz, desarrollan unas estructuras caracteristicas (vesiculas y
arbusculos) que les dan el nombre de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA)
(Mitchell, 1993; Smith & Read, 2008). Los HFMA participan también en numerosas
interacciones con otros organismos del suelo (Barea et al., 1996; Facelli et al., 2009) y se han
citado efectos protectores de la micorrizacién frente a diversos agentes fitopatdégenos
(Linderman, 2000; Ryan et al., 2003; Demir & Akkopru, 2005).

En el caso del ataque de nematodos se postula que el potencial de dafio de los mismos
es atenuado por el mayor volumen del sistema de absorcion formado conjuntamente por raices

e hifas del hongo, ademas de una competencia por el nicho ecolégico (Duran et al., 2006).
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El Ozono

Otra alternativa de control es el uso del ozono dirigido al suelo mediante su aplicacién
con el agua de riego, que persigue dos propositos, el primero busca reducir las poblaciones de
microorganismos habitantes del suelo, y a consecuencia de esto, el segundo pretende
conseguir un estimulo en el crecimiento de las plantas (Bucio Villalobos, 2016). La ventaja de
este método es que no deja residuos en el suelo y no es toxico para el operador. El ozono es
una variedad alotrépica (inestable) del oxigeno. Su molécula triatdmica (O3) se genera por la
activacién de la molécula diatémica (O,) del oxigeno. Esta activacién puede ser provocada por
la accion de una descarga eléctrica o por la energia irradiada de los rayos ultravioleta. Debido
a sus propiedades oxidantes, puede ser considerado como uno de los agentes microbiocidas
mas rapido y eficaz que se conoce. En condiciones de pH bajo, por oxidacién molecular y en
medios de pH elevado por oxidacion mediante hidroxilos, se destruyen o descomponen las
membranas celulares y en ese momento se inactiva el ozono pasando de O3 a O,. La eficacia
de la desinfeccion esta influenciada por el tiempo de contacto, la concentraciéon de ozono, la
temperatura del agua, el pH y las sustancias organicas e inorganicas disueltas (Galindo, 2006).
El ozono es un producto inocuo para el suelo, el agua o los productos agricolas, debido a su
baja residualidad. Tiene ademas un amplio espectro de accion siendo eficaz en la eliminacion
de bacterias, virus, protozoos, nematodos, hongos, agregados celulares, esporas y quistes
(Owens et al., 2000), dado que actua sobre éstos a varios niveles. La oxidacion directa de la
pared celular o la membrana citoplasmatica constituye su principal modo de accién, provoca la
ruptura de las mismas, propiciando asi que los constituyentes celulares salgan al exterior de la
célula. Asimismo, el ozono inyectado en el agua ejerce su poder oxidante indirectamente
mediante los radicales libres de hidroxilo, generados como consecuencia de la desintegracion
del ozono en el agua. Los dafios producidos sobre los microorganismos no se limitan a la
oxidacién de su pared o membrana: el ozono también causa dafos a los constituyentes de los
acidos nucleicos (ADN y ARN), generando la ruptura de enlaces carbono-nitrégeno, lo que da
lugar a una despolimerizacion. Los microorganismos, por lo tanto, no son capaces de
desarrollar inmunidad al ozono como hacen frente a otros compuestos (Pérez Calvo, 2010).
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Control Quimico

Entre las alternativas quimicas, se utilizan productos de sintesis que al tomar contacto
con el ambiente se transforman en gases, razén por la cual se los denomina fumigantes
quimicos (Argerich & Troilo, 2011). En lo que respecta a los productos disponibles en el
mercado como alternativas al Bromuro de Metilo se encuentran los siguientes: Metam Sodio,
Metam Potasio, 1.3-Dicloropropeno y Dazomet (SENASA, 2010). EI Agrocelhone NE (1.3-
Dicloropropeno 60,3% mas Cloropicrina 33,3%) no dafa la capa de ozono pero es un producto
altamente toxico. De acuerdo a lo indicado en el cuadro de Instrucciones de uso del marbete,
es un insecticida-nematicida-fungicida de contacto, para uso en suelos agricolas en pre-
plantacion o pre-siembra, para el control no selectivo de insectos, nematodos y hongos del
suelo. Se trata de una mezcla fumigante-haluro alquilico altamente erradicante y penetrante.
Actua sobre los organismos por contacto, posiblemente por la formacion de acidos minerales
en los tejidos. Afecta varias enzimas, oxidando la cisteina y el glutatiéon. Reduce la ceretina e

inhibe la hidrogenasa y la hexoquinasa (Agroquimicos de Levante SA, 2008).

HIPOTESIS

- El parasitismo de Nacobbus aberrans afecta el crecimiento y el rendimiento de las
plantas de berenjena (Solanum melongena).

- El tratamiento con ozono reduce la poblacion de N. aberrans en el suelo.

- La combinacién de medidas de control bioldégicas, como la simbiosis con hongos
micorricicos arbusculares, y la aplicacién de productos de accion nematicida reducen el

efecto perjudicial de N. aberrans en las plantas y disminuye poblacién del patégeno.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la aplicacion de nematicidas en un suelo infestado con Nacobbus
aberrans y la inoculacién al trasplante con HFMA sobre la poblacion del patégeno y el

crecimiento de plantas de berenjena.
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OBJETIVOS PARTICULARES

- Cuantificar la multiplicacion y el dafio de N. aberrans en raices de berenjena, sometidas
a distintos métodos de control.

- Evaluar si el parasitismo de N. aberrans afecta el crecimiento y la viabilidad de los
hongos micorricicos arbusculares.

- Evaluar las respuestas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas que provoca el
parasitismo por nematodos en plantas de berenjena.

- Evaluar el crecimiento y el rendimiento de plantas de berenjena en presencia de

distintos tratamientos de control del nematodo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizé en condiciones de invernaculo, en un establecimiento de

produccién ubicado en la localidad de Arana, partido de La Plata.

Condiciones de cultivo: las plantas de berenjena, Solanum melongena, fueron
transplantadas al invernaculo con el suelo infestado de nematodos, confirmado mediante un
analisis de suelo. Los lomos se trataron en pretransplante con distintos productos quimicos de

accién nematicida, determinando los siguientes tratamientos:

1- Control (sin aplicacion)
2- 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (Agrocelhone®, FMC Corporation, Argentina)

3- Ozono

Al momento del trasplante y 20 dias después, la mitad de las plantas de cada tratamiento
fueron inoculadas con 80 g del hongo micorricico Rhizophagus intraradices (RI) y el resto con
inéculo inactivado (NI), para generar las mismas condiciones experimentales.
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Preparacion del inéculo: se utilizé indculo de Rhizophagus intraradices proveniente del
Banco de Glomeromycota in vitro, (BGIV), Bs. As., Argentina. Dicho inéculo se multiplicd en
terrinas utilizando trébol blanco (Trifolium repens) como planta trampa, que se cultivd en un
sustrato compuesto por perlita-vermiculita-arena (1:1:1), previamente tindalizado (100°C
durante 1 h por dia, tres dias consecutivos). El crecimiento del inéculo se desarrollé en
camaras de crecimiento (25 +/- 2 °C, fotoperiodo de 16 h y 350 pmoles. m™. s™' de irradiancia)
durante 90 dias. Al cabo de tres meses posteriores a la inoculacion, se suspendi6 el riego,
dejando secar las plantas para luego eliminar la parte aérea. Las raices se cortaron en
fragmentos pequefios mezclandolas en forma homogénea con el sustrato, constituyendo el
inéculo, una mezcla de sustrato, hifas, esporas y fragmentos de raices de trébol (Trifolium

repens L.) micorrizadas en un 90%, con una densidad de 60 esporas.g™' de sustrato seco.

Condiciones de aplicacion de Agrocelhone®, FMC Corporation, Argentina:
Composicién del concentrado emulsionable:

Dicloropropeno 60.8% p/p

Cloropicrina 33.3% p/p

Emulgentes 5% p/p

Densidad relativa: 1.325 kg/I

Una vez colocadas las dos lineas de goteros sobre los lomos y sellados los lomos con lamina
de polietileno (mulching), se incorpord el Agrocelhone a través del riego por goteo. Mediante
una bomba dosificadora se inyecté el fumigante durante un tiempo razonable conjuntamente
con el agua de riego, con el objetivo de colocarlo a la profundidad de raices. Al finalizar, se
lavaron las lineas de goteros durante 10-20 minutos con agua sola. El suelo y el invernaculo
quedaron tapados por 20 dias, transcurrido ese tiempo, se ventilé el invernaculo y se realizé

un test de germinacién para luego, proceder al transplante. La dosis utilizada fue de 35 gr/m?.
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Condiciones de aplicacion del Ozono:

Para la aplicacion de ozono se utilizé un prototipo de investigacion, el mismo consiste en un
dispositivo que a partir de las moléculas de oxigeno presentes en el aire, forma la molécula de
ozono utilizando la tensién eléctrica.

Dicho ozono se inyecté a un tanque distribuidor de agua mediante una manguera, formando de
esta manera burbujas en el agua, luego se procedié a regar el lomo cubierto con mulching con
el agua ozonizada mediante cinta de riego con goteros a 25 cm. El dispositivo ozonizador fue

programado para formular 5 ppm de ozono.

Tratamientos realizados: el ensayo fue realizado con un disefio factorial 3X2 completamente

al azar con 12 repeticiones por tratamiento. Los tratamientos aplicados surgen de:

- Dos condiciones de micorrizacion: plantas no micorrizadas y plantas micorrizadas con
R. intraradices
- Tres condiciones de tratamiento del suelo: control, 1,3 dicloropropeno + cloropicrina

(Agrocelhone) y Ozono

Parametros determinados:

» Semanalmente se midio la altura, se registré la fenologia de las plantas y se determiné el
indice de verdor utilizando el medidor portati SPAD 502° (Minolta Co. Ltd., Japan). El
procedimiento consiste en estimar el contenido relativo de clorofila total (a+b) presente en la
hoja (unidades SPAD relativas de Minolta), mediante la medicién de la absorcién de la hoja
en dos regiones de longitud de onda, roja y cercana a infrarroja. Utilizando estas dos
transmisiones el medidor calcula el valor numérico SPAD, que es proporcional a la cantidad
de clorofila presente en la hoja. Las mediciones se hicieron en la ultima hoja

completamente expandida, ya que ha sido descripto como el mejor lugar para realizar las
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medidas del contenido de clorofila (Hoel & Solhaug, 1998). Se realizaron tres medidas
sobre la cara adaxial de la hoja de cada planta cada 15 dias durante dos meses y medio.
Los datos utilizados para este estudio corresponden a la media de cada grupo de tres

medidas, obtenida mediante la funcién “average” del equipo (foto 5).

Foto 5 Medidor SPAD

(Fuente propia)

= Alos 80 dias de establecidos los tratamientos se tomaron muestras para determinar:

- Contenido de clorofila y carotenos. Se determind a partir de un disco de hoja de 1 cm de
diametro. Se utilizd N, N-Dimetilformamida como solvente de extraccién, determinando la
absorbancia de la solucion a las longitudes de onda 647, 664 y 480 nm, en un
espectrofotémetro Shimadzu UV 160 A® (Shimadzu Corp., Japan). El calculo del contenido de

pigmentos se realiz6é de acuerdo a Wellburn (1994):

Clorofila a (ug cm-2) = 12 x Ab663.8 — 3.11xAb646.8
Clorofila b (ug cm-2) = 20.78 x Ab646, — 4.88xAb663.8
C total a+b (ug cm-2) = 17.67 x Ab646.8 + 7.12x Ab 663.8

Carotenoides (ug cm-2) = (1000 x Ab480 — 1.12 Ca — 34.07 Cb) / 245
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- Porcentaje de micorrizacién. Se estimd por observaciones con microscopio 6ptico luego de
clarificar las raices en KOH al 10% vy tefirlas con azul de tripan al 5% (Phillips & Hayman,
1970). El porcentaje de raices colonizadas M (%) se efectué por observacion microscépica,
utilizando el método de cuadricula de Giovanetti & Mosse (1980). Se calculé en base a la

siguiente férmula:

M (%) = Nro. de segmentos infectados x 100

Nro. de segmentos totales

- Conductividad relativa de las membranas celulares de hojas y raices.Con el objeto de estimar
su estabilidad o dafio producido ante la situacién de estrés, se realizé la determinacion a partir
de 200 mg de material fresco de hojas y raices, de los distintos tratamientos, segun el método
de Lutts et al. (1996). Inmediatamente después del muestreo, los tejidos se lavaron tres veces
con agua bidestilada durante 15 segundos, para eliminar los electrolitos adheridos a la
superficie y aquellos liberados por las heridas producidas por el corte. Posteriormente, cada
muestra se sumergid en un tubo con 10 ml de agua bidestilada donde permanecieron durante
cuatro horas a temperatura ambiente. Seguido a esto, se determind la conductividad eléctrica
(dS m™) empleando un conductimetro Jenco modelo 3173. Luego, los tubos se taparon y se
llevaron a autoclave donde se mantuvieron por 20 minutos a una presién de una atmdsfera y
120 °C, con el objetivo de afectar totalmente la integridad de las membranas. Finalmente, los
tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se volvié a medir la conductividad eléctrica
del medio. En base a los datos obtenidos, se estimdé la conductividad relativa de las
membranas celulares a partir de la siguiente formula:

CR (%) = (L4/L) x 100

Donde, L; y L, son las lecturas de conductividad eléctrica antes y después del autoclavado

respectivamente.
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- Contenido de malonildialdehido (MDA).Se evalué como indicador de la peroxidacion de los
lipidos de las membranas celulares. La cantidad de MDA en tejidos frescos, se determind por
la reaccién con el acido thiobarbiturico (TBA) descripta por Heath & Packer (1968). Se procedio
a moler 200 mg de hoja y 200 mg de raiz. A cada una de las muestras se les agregé 4ml de
TBA 0,5% en 20% de acido tricloroacético (TCA). Las mezclas se calentaron a 95°C durante
30 minutos y luego se introdujeron en un bafio de hielo para enfriarlas y detener la reaccién. A
continuacion, se centrifugaron a 10.000 g por 10 minutos, se separo el sobrenadante de cada
muestra y se leyd la absorbancia a 532 y 600 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV 160
UV/V. La concentracion de MDA se calculé usando un coeficiente de extincion molar de 155

mM' em™:

Equivalentes de MDA (n.mol.ml™") = [(Ass2 - Asoo) / 155000] 10°

- Contenido de proteinas solubles. Se determiné a partir de 200 mg de hoja o igual peso de
raiz, de acuerdo al método de Bradford (1976). Los tejidos se homogeneizaron en un mortero
con 1 ml del buffer de extraccion (TRIS 50 mM, EDTA 1mM, PVPP insoluble 1%, MeSH 0,1% a
pH 7,5) a 4°C. El homogeneizado resultante se centrifugd a 10.000 g durante 10 minutos a
4°C. Se tomaron 100 pl del sobrenadante y se le agregé 5 ml del reactivo Azul Brillante de
Coomassie, se agitd en vortex y se leyd la absorbancia a 595 nm. El calculo de la
concentracion de proteinas se efectué empleando una curva patréon preparada con distintas

concentraciones de albumina de suero bovino (BSA, SiFMa Chemical Co).

- Contenido de prolina como indicador de estrés segun el método de Bates et al. (1973). Para
la determinacién de prolina se homogeneizaron 100 mg de material fresco de hoja y de raiz
con 2 ml de una solucion de acido sulfosalicilico al 3% en agua. El homogeneizado se
centrifugd a 12.000 g por 15 minutos y se tomé 1 ml del extracto obtenido. Se lo hizo
reaccionar con 1 ml del reactivo Ninhidrina 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
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interrumpio 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 vértex. Se dejaron separar las fases y se
tomo la fase acuosa conteniendo el cromoéforo tolueno-prolina y se leyo la absorbancia a 520
nm usando tolueno como blanco.

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

umol prolina.g™ PF = [(ug prolina/ml x ml tolueno)/115,5 pg/umoles]/[(g PF)/5

Donde: g PF = Peso fresco de raiz mediante balanza de precision.

- Numero de huevos de nematodo por gramos de raiz segun la técnica de tamizado,

centrifugacién y flotacion (Coolen, 1979).

- Determinacién del rendimiento mediante la cuantificacion del niumero y peso de los frutos.
Las mediciones se realizaron 2 veces por semana durante los meses de octubre, noviembre
hasta mediados de diciembre. Luego los datos se expresaron en kg.m?, teniendo en cuenta
que las plantas se encontraban distribuidas a 50 cm entre ellas y la distancia entre lomos era

de 1.8 m.

Analisis estadistico: el ensayo se realizé siguiendo un disefio experimental completamente
aleatorizado, con 12 repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron por ANOVA vy las

medias se compararon usando LSD (P<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

" Indice de Verdor
En la figura 1 se observa mayor indice de verdor en el tratamiento con agrocelhone, seguido

por el testigo y por ultimo el tratamiento de suelo con ozono. El analisis de la varianza muestra
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diferencias significativas en los tres tratamientos (cuadro 1), no asi entre las plantas

micorrizadas y no micorrizadas.

En cuanto a la micorrizacion, a diferencia de lo encontrado en este trabajo, Diaz Franco et al.
(2013) indicaron que la inoculacion con R. intraradices en plantas de pimiento (Capsicum
annuum) incremento significativamente el valor SPAD, el cual se correlaciona con el contenido
de clorofila y la absorcion de nutrientes en comparacién con las plantas testigo (Sims &
Gamon, 2002). En otros estudios se ha reportado también que la inoculacion con HFMA en
maiz (Zea mays) y pimiento (Capsicum annuum) incrementd los pigmentos fotosintéticos
comparado con testigos no inoculados (Sheng et al., 2008; Diaz Franco et al., 2013), lo cual
puede deberse a que con la actividad simbidtica la planta presenta un mejor aprovechamiento

de los nutrientes poco méviles o inmaviles del suelo (Clark et al., 1999; Allen et al., 2001).

70,00 = =
b b
60,00 - I
I 2 i
50,00 - I
40,00
30,00 +
20,00
10,00
M NM M NM M NM
Testigo Ozono Agrocelhone

Figura 1: Indice de verdor medido con SPAD sobre hojas de berenjena (Solanum melongena L.) con
distintos tratamientos de suelo: testigo (sin aplicacion); 1,3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y
ozono, en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la
desviacion estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun

LSD (p<0.05).
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Cuadro 1: Analisis de Varianza para SPAD - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 324,26 2 162,13 15,74 0,0000
B:Micorrizacion 0,64 1 0,64 0,06 0,8049
INTERACCIONES

AB 0,14 2 10,07 0,01 0,9932
RESIDUOS 309,1 30 |10,3033

TOTAL (CORREGIDO) 634,14 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

. Contenido de clorofila y carotenos

El analisis de la varianza no mostré diferencias significativas en el contenido de clorofila ni en

el de carotenos de los tratamientos realizados sobre plantas de berenjena (figuras 2 y 3;

cuadros 2 y 3). Estos resultados serian inherentes al método empleado, ya que se

determinaron en un Unico momento, en oposicion a lo sucedido en este mismo experimento

con las mediciones periddicas de indice de verdor donde si se manifestaron diferencias

significativas entre tratamientos. Zarco-Tejada et al. (2004) sostienen que en plantas sanas

con alta capacidad de crecimiento, generalmente se espera que contengan concentraciones

altas de clorofila, en relacion con plantas poco saludables.
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Figura 2: Contenido de clorofila de plantas de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos
tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono,
en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion
estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD

(p<0.05).

Cuadro2: Andlisis de Varianza para Clorofila Total - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente Suma de Cuadrados|Gl/ |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 198,874 2 99,4371 1,05 0,3807
B:Micorrizacion 0,670482 1 0,670482 0,01 0,9344
INTERACCIONES

AB 15,7918 2 |7,89591 0,08 0,9207
RESIDUOS 1138,7 12 |94,8915

TOTAL (CORREGIDO) 1354,03 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 3: Contenido de carotenos de plantas de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos
tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono,
en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion
estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD

(p<0.05).

Cuadro 3: Analisis de Varianza para Carotenos - Suma de Cuadrados Tipo |

Fuente Suma de Cuadrados|Gl/ |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 4,54337 2 (2,27169 0,79 0,4772
B:Micorrizacion 0,007688 1 0,007688 0,00 0,9597
INTERACCIONES

AB 1,03674 2 10,518372 0,18 0,8377
RESIDUOS 34,6189 12 |2,88491

TOTAL (CORREGIDO) 40,2067 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

= Porcentaje de micorrizacion
Para determinar el porcentaje de raices colonizadas por el hongo R. intraradices, se cuantifico

el porcentaje de arbusculos, hifas y vesiculas presentes dentro de la raiz, encontrandose
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mayores porcentajes de estructuras del hongo inoculado en el testigo que en el tratamiento
con agrocelhone y ozono (tabla 1).

En general, se acepta que sélo una micorrizacion extensamente desarrollada y previa al
ataque del patégeno, es capaz de incrementar la resistencia/tolerancia y compensar, por lo
tanto, los dafios causados a la planta (Cordier et al., 1996 y Slezack et al., 2000). Se puede
inferir que en este ensayo las micorrizas demoraron en colonizar las raices debido a que la
inoculacion se efectud al transplante, cuando por lo general se realiza a la siembra. Sin
embargo, en otros trabajos donde se comparaba la efectividad de varios aislados de HFMA
frente a un ataque de nematodos, no se encontro relacion entre el grado de colonizacion y la
proteccion proporcionada (Pinochet et al., 1996).

Las infecciones radicales por nematodos patégenos son generalmente menores sobre plantas
micorrizadas que sobre plantas no micorrizadas, pero la respuesta puede variar, y los
mecanismos involucrados son controversiales (Paulitz & Linderman, 1991). Trabajos que
demuestran el beneficio de la micorriza contra nematodos son presentados por Pinochet et al.
(1995a) y Calvet et al. (1995). Otros (Pinochet et al.1995b) no demostraron dicha reduccion de
la infeccion de nematodos. Paulitz y Linderman (1991), hallaron que el desarrollo de las
micorrizas, expresado en porcentaje de germinacion de esporas, desarrollo micelial y
colonizacion de las raices, se vio afectado por la presencia de nematodos formadores de
agallas. Por lo contrario, Gémez et al. (2008) en un trabajo realizado en tomate donde los
hongos formadores de micorrizas fueron introducidos al sistema sustrato-planta antes de que
el hospedante fuera inoculado con Meloidogyne incognita, encontraron que dicho patégeno no
produjo efecto negativo sobre el desarrollo de los hongos micorricicos en las raices del tomate.
Se constatdé que en todas las plantas tratadas independientemente de la presencia de M.

incognita, se obtuvo un alto numero de raices colonizadas.
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Tabla1: Porcentaje de hifas (% H), arbusculos (% Ar) y vesiculas (% V) en plantas de berenjena
(Solanum melongena L.) inoculadas con Rhizophagus intraradices, con distintos tratamientos de suelo:
control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono, a los 219 dias después

del trasplante.

Tratamiento % H % Ar % V
Testigo 46 16 4
Ozono 0 0 0
1, 3 dicloropropeno + cloropicrina 6 6 3
" Conductividad relativa de hojas y de raices

En las figuras 4 y 5, se observa que los dafios en las membranas celulares tanto de hojas
como de raices no superan el 33%, por lo que se puede considerar que no hubo dafios
significativos en estas estructuras. La permeabilidad selectiva de las membranas celulares
puede verse afectada por diversos factores ambientales y situaciones de estrés, alterando la
integridad celular y la capacidad de retencion de sustancias intracelulares (Beltrano et al.,

2003).
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Figura 4: Conductividad medida en hojas de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos
tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono,
en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion
estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD

(p<0.05).

Cuadro 4: Analisis de Varianza para conductividad de hoja — Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrados|Gl/ |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamiento 20,6865 2 10,3432 0,82 0,4636
B:micorrizacion 10,4135 1 10,4135 0,83 0,3814
INTERACCIONES

AB 130,114 2 |65,057 5,16 0,0242
RESIDUOS 151,349 12 (12,6125

TOTAL (CORREGIDO) 312,564 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 5: Conductividad medida en raices de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos
tratamientos de suelo: control (sin aplicacién); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono,
en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion
estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segin LSD

(p<0.05).

Cuadro 5: Analisis de Varianza para conductividad de raiz - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamiento 218,785 2 109,392 3,43 0,0664
B:micorrizacion 53,6959 1 53,6959 1,68 0,2190
INTERACCIONES

AB 141,005 2 70,5025 2,21 0,1524
RESIDUOS 382,937 12 31,9115

TOTAL (CORREGIDO) 796,423 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

- Contenido de malonildialdehido (MDA)
Al analizar el contenido de MDA en tejido foliar, no fueron observadas diferencias significativas

entre los tratamientos (Cuadro 6) (Figura 6).
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Figura 6: Contenido de MDA en hojas de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos tratamientos
de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono, en plantas no
inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion estandar.

Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD (p<0.05).

Cuadro 6: Analisis de Varianza para MDA de hoja - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamientos 0,0241501 2 10,0120751 0,90 0,4339
B:micorrizacion 0,0388276 1 0,0388276 2,88 0,1154
INTERACCIONES

AB 0,0248154 2 (0,0124077 0,92 0,4247
RESIDUOS 0,161751 12 |0,0134792
TOTAL (CORREGIDO) 0,249544 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Al analizar el contenido de MDA en raices de plantas de berenjena se pudo observar que
existen diferencias significativas entre los tratamientos y las plantas micorrizadas y no
micorrizadas (figura 7 y cuadro 7). El contenido de MDA mas alto se observé en el testigo NM,
le sigue el tratamiento con agrocelhone NM, y con los valores mas bajos se situa el

tratamiento con ozono. Estas diferencias se deben posiblemente a que las raices son las
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primeras en ser expuestas al dafio provocado por los nematodos y los diferentes tratamientos
aplicados al suelo. El dafo por el nematodo comienza con la ruptura de las células por el
estilete, continta con la disolucion de las paredes celulares e induce cambios fisiolégicos como
consecuencia de la introduccién de enzimas en el medio celular (Sijmons, 1993). El aumento
en la peroxidacion de los lipidos de las raices en las plantas crecidas en presencia del
nematodo, confirman el dafio que, ademas de proporcionar un efecto negativo por afectar el
funcionamiento normal de los tejidos, genera una predisposicion de la planta al ataque de otros
microorganismos también patdgenos, contribuyendo a la caida de productividad del cultivo

(Powell, 1972).
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Figura 7: Contenido de MDA en raices de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos tratamientos
de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono, en plantas no
inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion estandar.

Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD (p<0.05).
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Cuadro 7: Analisis de Varianza para MDA de raiz - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamientos 0,0433788 2 10,0216894 13,33 0,0009
B:micorrizacion 0,0239805 1 0,0239805 14,74 0,0024
INTERACCIONES

AB 0,000432333 2 0,000216167 0,13 0,8768
RESIDUOS 0,0195193 12 10,00162661

TOTAL (CORREGIDO) 0,0873109 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Contenido de proteinas solubles

El analisis de la varianza indica diferencias significativas entre los tratamientos (cuadro 8). El

contenido de proteinas solubles es mayor en el tratamiento con agrocelhone, le sigue el ozono

y el menor contenido corresponde al testigo (figura 8). No hay diferencias significativas entre

las plantas inoculadas y no inoculadas (cuadro 8), posiblemente debido al tiempo que le toma

al hongo colonizar la raiz y producir suficiente micelio externo para que la planta reciba su

beneficio (Dodd, 1996). El contenido de proteinas foliares presentes en las plantas, se

encuentra en estrecha relacién con el nivel nutricional de las mismas, esto es debido a que

una de las funciones fundamentales de los microorganismos inoculados, es estimular el

desarrollo radical de las plantas, lo que posibilita una mayor exploracién del sistema radical

para una mejor absorcion de nutrientes (Alfonso & Leyva Galan, 2006).
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Figura 8: Contenido de proteinas solubles en hojas de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos
tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono,
en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion
estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD

(p<0.05).

Cuadro 8: Analisis de Varianza para proteina de hoja - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados|Gl/ |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamientos 16,0566 2 18,02828 50,88 0,0000
B:micorrizacion 0,157576 1 0,157576 1,00 0,3374
INTERACCIONES

AB 0,580944 2 10,290472 1,84 0,2008
RESIDUOS 1,89359 12 |0,157799
TOTAL (CORREGIDO) 18,6887 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Respecto al contenido de proteinas en las raices de las plantas de berenjena, el analisis de la
varianza indica diferencias significativas entre tratamientos y entre plantas micorrizadas y no
micorrizadas (figura 9 y cuadro 9). El contenido de proteinas fue mayor en el tratamiento con

ozono micorrizado, seguido por el testigo tanto en plantas micorrizadas como no micorrizadas.
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Los valores mas bajos de proteinas solubles se encuentran en los tratamientos con 1, 3
dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y con ozono en plantas no micorrizadas. Estos
resultados coinciden con lo investigado por Taylor & Sasser (1983), quienes estudiaron los
efectos de la infeccion por nematodos en la fisiologia del hospedero y determinaron que la
infeccion por Meloidogyne trae un aumento en la produccién de proteinas en las agallas, y un
mal funcionamiento en el transporte de reguladores del crecimiento entre las raices y el tallo, lo

cual termina en una marcada reduccion del crecimiento y desarrollo de las plantas.
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Figura 9: Contenido de proteinas de raices en plantas de berenjena (Solanum melongena L.) con
distintos tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone)
y ozono, en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la
desviacion estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun

LSD (p<0.05).
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Cuadro 9: Analisis de Varianza para proteina de raiz - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamientos 4,19261 2 (2,09631 377,19 0,0000

B:micorrizacion 0,906396 1 0,906396 163,09 0,0000

INTERACCIONES

AB 2,19859 2 1,0993 197,80 0,0000
RESIDUOS 0,0666929 12 |0,00555774
TOTAL (CORREGIDO) 7,3643 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

. Contenido de prolina

A partir del analisis de la varianza se observan diferencias estadisticamente significativas entre
el tratamiento con agrocelhone y ozono y entre el tratamiento con agrocelhone y el testigo
(cuadro 10). Los mayores niveles de prolina en los tratamientos con ozono y en el testigo
(figura10), son probablemente una respuesta al dafio causado por el patégeno en los tejidos.
La prolina es un importante constituyente de defensa dentro del vegetal, ya que se ha
demostrado su actuacion en la proteccién de fosfolipidos de membranas (Samaras et al.,
1995), asi como su participacion en la fosforilacién oxidativa para la generacién de ATP donde
ayuda en la compensacion de los efectos negativos del estrés (Wyn & Gorham, 1983). Algunos
autores proponen que el incremento de este aminoacido puede ser producido por la necesidad
de la planta de eliminar el exceso de amoniaco producido y liberado en el medio celular (Amini
& Ehsanpour, 2005). Cuando las plantas son sometidas a situaciones de estrés hidrico,
activan determinados mecanismos fisiolégicos a fin de evitar o tolerar esa situacién adversa.
Algunos de estos mecanismos son: 1) Aumento en la produccién del gas etileno (Beltrano et
al., 1994); 2) Reduccion en la sintesis de citocininas; 3) Cierre de estomas; 4) Senescencia
foliar (Sanchez Diaz & Aguirreolea, 2000); 5) Ajuste osmatico (Prado, 1997). En este ultimo
mecanismo, los metabolitos como la prolina se acumulan, esto puede indicar también que las

plantas estdn sometidas a estrés hidrico (Hare et al., 1998; Peng et al., 2008). La prolina tiene
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un efecto protector de los tejidos ya que es una de las sustancias responsables de eliminar las

especies reactivas de oxigeno, lo que facilita la correccion, por el organismo del potencial

redox de las membranas, que generalmente es alterado en situaciones de estrés (Hasegawa

et al., 2000).
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Figura 10: Contenido de prolina en hojas de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos

tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono,

en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion

estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD

(p<0.05).

Cuadro10: Analisis de Varianza para prolina de hoja - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamientos 0,000289299 2 0,000144649 11,57 0,0016
B:micorrizacion 0,0000142222 1 0,0000142222 1,14 0,3072
INTERACCIONES

AB 0,0000504653 2 ]0,0000252326 2,02 0,1757
RESIDUOS 0,000150083 12 |0,0000125069
TOTAL (CORREGIDO) 0,000504069 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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También se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en cuanto al contenido
de prolina acumulado en raices de berenjena (figura 11). Se pudo observar interacciones entre
las plantas desarrolladas en el suelo tratado con agrocelhone y las plantas testigo, entre el
tratamiento con agrocelhone y las plantas cultivadas en suelo tratado con ozono, entre los
tratamientos con ozono y el testigo, y entre los tratamientos de suelo con ozono y con
agrocelhone y la micorrizacién (Cuadro 11). En diversos trabajos se ha reportado la
acumulacion de prolina en plantas sometidas a varios tipos de estrés y que el aumento
temporal de este compuesto es utilizado como un indicador metabdlico de estrés (Shahba et

al., 2010).
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Figura 11: Contenido de prolina en raices de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos
tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono,
en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion
estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD

(p<0.05).
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Cuadro 11: Analisis de Varianza para prolina de raiz - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamientos 0,000795111 2 [0,000397556 43,90 0,0000

B:micorrizacion 2,22222E-7 1 2,22222E-7 0,02 0,8781

INTERACCIONES

AB 0,000163111 2 |0,0000815556 9,01 0,0041
RESIDUOS 0,000108667 12 |0,00000905556
TOTAL (CORREGIDO) 0,00106711 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

" Peso fresco de raiz

Respecto a este parametro, el analisis de la varianza, que permite discriminar el efecto de
cada factor y las interacciones entre ellos, mostro diferencias significativas en el peso fresco de
raices entre el testigo y el tratamiento con agrocelhone y entre el testigo y el tratamiento con
ozono. No existieron, en cambio, diferencias estadisticamente significativas entre las plantas
micorrizadas y las no micorrizadas (figura 12 y cuadro 12). El peso fresco de raices fue mayor
en el testigo. Estos resultados pueden ser explicados por la numerosa cantidad de agallas
encontradas en las raices producto de la hiperplasia e hipertrofia de las células, como

consecuencia del parasitismo de Nacobbus aberrans (Shurtleff & Averre, 2000).

También existen, entre los antecedentes, referencias a una situacion contraria a la verificada
en el presente trabajo. Cabrera Hidalgo et al. (2015) trabajando en plantas de tomate, hallaron
un incremento del 33.27% del peso fresco de la raiz, con la aplicacion de DC + CP (300 L.ha-
1) en comparacion con las plantas control. Los mismos autores, en raices de pepino midieron
que el DC+CP proporcioné un ligero incremento en la biomasa de este 6rgano con ganancias

menores al 5%, con relacién al control.

En cuanto al tratamiento con ozono, Bucio Villalobos et al. (2016) encontraron que la
aplicaciéon de ozono en el agua de riego al inicio del cultivo de frutilla (Fragaria x ananassa
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Duch), disminuyé inicialmente y de manera significativa las poblaciones de nematodos
habitantes del suelo. Sin embargo, de acuerdo con la informacion presentada, esto no influyé
sobre el crecimiento de las raices y el follaje de las plantas; de hecho, ambos crecimientos se
mantuvieron por debajo del mostrado en las plantas desarrolladas en la parcela tratada con

metam sodio.

Contrario a lo evaluado en este trabajo en cuanto a los efectos de la micorrizacion, Gomez et
al. (2008), estudiando una poblacién cubana de Meloidogyne incognita en tomate
(Lycopersicon esculentum Mill var. Vyta), pudieron apreciar un mayor peso radical en todas las
plantas tratadas con micorrizas, incluyendo las inoculadas con nematodos. En cambio no se

observaron diferencias significativas entre ellas.
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Figura 12: Peso fresco de raices de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos tratamientos de
suelo: control (sin aplicacién); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono, en plantas no
inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion estandar.

Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD (p<0.05).
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Cuadro 12: Analisis de Varianza para peso fresco de raiz - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 41810,1 2 |20905,1 18,69 0,0002

B:Micorrizacion 684,5 1 684,5 0,61 0,4492

INTERACCIONES

AB 6241,0 2 [3120,5 2,79 0,1012
RESIDUOS 13423,3 12 11118,61
TOTAL (CORREGIDO) 62158,9 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

. Numero de huevos de nematodo por gramo de raiz

De acuerdo al andlisis de la varianza se observa que existen diferencias significativas en la
cantidad de huevos de nematodos entre los tratamientos (figura 13 y cuadro 13). La
reproduccién del nematodo es afectada por diversos factores, tales como temperatura,
disponibilidad de alimento, practicas agricolas, entre otros (Norton, 1978), por lo que los
nematodos de las plantas control, al no tener algun factor critico limitante, presentaron las
maximas tasas de multiplicacion. Lo contario ocurri6 en las poblaciones tratadas con
dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone), que fue el tratamiento mas efectivo en el control
de N. aberrans. Estos resultados coinciden con los de un experimento realizado en papa
(Solanum tuberosum) para estimar pérdidas por ataque del falso nematodo del nudo
(Nacobbus aberrans), en el que se aplicd a un suelo infestado 1-3 D en mezcla con
cloropicrina (Telone C- 17), y se logré un control eficiente aunque no total del nematodo en

cuestion (Otazu et al.,1985).

En concordancia con los resultados obtenidos en este ensayo, Cabrera Hidalgo et al. (2015)
estudiando raices de plantas de tomate, observaron que la mayor cantidad de nematodos se
encontraba en las plantas control con 33 juveniles por gramo de raiz, y la menor cantidad, 9

juveniles por gramo de raiz, con el DC + CP.
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En cuanto al tratamiento con ozono, Bucio Villalobos et al. (2016) evaluaron la eficacia del
ozono disuelto en el agua aplicada como riego, para reducir las poblaciones de
microorganismos habitantes del suelo en una plantacion de frutilla (Fragaria x ananassa Duch)
en comparacion con metam sodio, fumigante utilizado como testigo regional de la comunidad
Tamazula, México. Los autores obtuvieron diferencias estadisticas significativas al comparar la
situacion antes y después de la aplicacion de los fumigantes en la poblacion de nematodos. El
metam sodio produjo una reduccidn mayor en las poblaciones de nematodos, llegando a
disminuir hasta 4.8 veces la poblacién inicial. En cambio, con el ozono las reducciones fueron
de 1.9 veces. Estos resultados se aproximan a los obtenidos en este ensayo, donde el

fumigante quimico (1, 3 dicloropropeno + cloropicrina) resultd ser mas efectivo que el ozono.
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Figura 13: Numero de huevos de nematodo contabilizados por gramo de raiz de berenjena (Solanum
melongena L.) con distintos tratamientos de suelo: control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno +
cloropicrina (agrocelhone) y ozono, en plantas no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus
intraradices. Las barras indican la desviacion estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan

diferencias significativas segun LSD (p<0.05).
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Cuadro 13: Analisis de Varianza para numero de huevos de nematodo por planta- Suma de Cuadrados

Tipo Ill

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tratamiento 4,33163E11 2 |2,16581E11 44,69 0,0000

B:micorrizacion 2,55315E9 1 2,55315E9 0,53 0,4819

INTERACCIONES

AB 1,20629E9 2 |6,03143E8 0,12 0,8841

RESIDUOS 5,81577E10 12 |4,84648E9

TOTAL (CORREGIDO) 4,9508E11 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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" Determinacion del rendimiento mediante la cuantificacion del numero y peso de
los frutos.

Se observa en la figura 14 un mayor rendimiento de frutos en el tratamiento con agrocelhone
en comparacion con el testigo y con el tratamiento con ozono. Resultados similares se
encontraron en un ensayo realizado en México sobre plantas de tomate (Solanum lycopersicon
L.) cultivadas en un suelo infestado por Nacobbus aberrans y tratado con dicloropropeno +
cloropicrina(300 L.ha-1). Cabrera Hidalgo et al. (2015) obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.0001) en el rendimiento promedio de frutos por planta en comparacién con
el control. La aplicacion de DC+CP incrementé la produccion de frutos en un 38%. En tomate
bajo invernadero, diferentes estudios enfatizaron las ventajas que tiene la inoculacion
micorricica al incrementar la nutricion mineral, el tamano de fruto y el rendimiento (Al-Karaki,
2006; Desgan et al., 2008; Oseni et al., 2010). No obstante, Corkidi et al. (2004) y Rodriguez
et al. (2004), sefialaron que la efectividad de la tecnologia micorricica en invernadero

dependera de la cepa del HFMA, la planta y las condiciones de su crecimiento.
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Figura 14: Rendimiento de berenjena (Solanum melongena L.) con distintos tratamientos de suelo:
control (sin aplicacion); 1, 3 dicloropropeno + cloropicrina (agrocelhone) y ozono, en plantas no
inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices. Las barras indican la desviacion estandar.

Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD (p<0.05).
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Cuadro 14: Analisis de Varianza para rendimiento - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente Suma de Cuadrados |G/ |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 2,13893E7 2 1,06946E7 14,94 0,0000

B:micorrizacion 2,17396E6 1 2,17396E6 3,04 0,0861

INTERACCIONES

AB 1,29693E7 2 |6,48467E6 9,06 0,0003
RESIDUOS 4,72582E7 66 (716034,
TOTAL (CORREGIDO) 8,37908E7 71

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

CONCLUSIONES

-En coincidencia con la hipétesis, el parasitismo de Nacobbus aberrans afecté el crecimiento y

el rendimiento de las plantas de berenjena (Solanum melongena).

-La inoculacion al transplante con hongos micorricicos arbusculares no fue efectiva para el

portainjertos utilizado.

- La aplicacion unica de ozono al pretransplante del cultivo de berenjena (S. melongena) y la

dosis utilizada no fue suficiente para disminuir significativamente la poblacién del nematodo.

-La aplicacion de dicloropropeno + cloropicrina redujo significativamente la poblacion de

Nacobbus aberrans.

COMENTARIOS FINALES

Si bien la aplicacion de dicloropropeno + cloropicrina resulté favorable para el control de N.
aberrans y se trata de un producto que no contribuye a la destruccion de la capa de ozono, su
alta toxicidad ocasiona perjuicios. El dicloropropeno puede ser prohibido en un futuro por
sospecharse su efecto negativo en la salud humana y los residuos de cloropicrina, liquido poco

volatil, pueden resultar fitotéxicos para plantas horticolas en suelos acidos. Por estas razones,
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se aconseja continuar indagando en alternativas para el control de nematodos, que sean mas

amigables con la salud de las personas y el medioambiente.

Con respecto a la utilizacion de ozono disuelto en el agua de riego para reducir las poblaciones
de microorganismos, se sugiere realizar futuras investigaciones que permitan lograr una dosis
Optima para obtener resultados satisfactorios, ya que se trata de una practica novedosa sobre

la que no se tiene informacion suficiente acerca de concentraciones.

En cuanto a la micorrizacién, un punto muy importante a considerar es que cuando las
micorrizas estan bien establecidas antes de que las plantas sean expuestas a los nematodos,
el efecto negativo de los nematodos sobre los HFMA puede ser disminuido o incluso
eliminado. Este aspecto es muy positivo si se tiene en cuenta que se puede introducir el
simbionte en fases iniciales de la tecnologia. Se recomienda la produccién de plantulas en
almacigo con sustratos libres de nematodos, para que de esta manera, la relacion planta-
hongo micorricico se establezca antes de que las plantulas sean trasplantadas al campo,

donde los nematodos pueden estar presentes.
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