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RESUMEN

El nematodo del rosario, Nacobbus aberrans, puede ser considerado una de las
plagas que mas preocupacion genera en los productores del Cinturén Horticola Platense,
siendo responsable de importantes pérdidas econdmicas. En las raices de las plantas
afectadas por este nematodo, se observa la presencia de agallas que limitan el transporte
de agua y nutrientes, disminuyendo el crecimiento, el rendimiento e incluso provocando la
muerte de la planta. Una alternativa a los fumigantes de suelo para el manejo de
nematodos endoparasitos, es la incorporacion de enmiendas organicas biofumigantes.
Por tal motivo, es el objetivo de este trabajo, fue estudiar el efecto de la biofumigacién con
Brassicaceas sobre el nematodo N. aberrans en plantas de tomate platense. Para tal fin,
se realizd un ensayo con un disefo factorial 2X3 completamente al azar con 5
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos aplicados resultan de la combinacién de los
siguientes factores con sus correspondientes niveles: 2 condiciones de infestacion con
nematodos: plantas no inoculadas e inoculadas con N. aberrans y 3 niveles de residuo de
repollo en el sustrato: 0 gr, 140 gr, y 280 gr por kg de sustrato. Se midieron
semanalmente, la altura de las plantas, el indice de verdor y el nimero de hojas. A los 75
dias después del trasplante, se determino el peso fresco (PF) aéreo y radical, niumero de
huevos totales de nematodo por planta, contenido de clorofila, malondialdehido (MDA),
proteinas solubles, prolina y se contabilizaron y pesaron los frutos. Los datos se
analizaron mediante ANOVA.

El PF, contenido de clorofila, altura de las plantas y cantidad y peso de los frutos,
aumento junto con la cantidad de repollo incorporada al suelo, sin verse influenciado por
la presencia o ausencia del nematodo, exceptuando el nimero de frutos. Las proteinas en
el tejido foliar se redujeron tanto por la incorporacion de Brassica sp., como por la

infestacion con nematodos. En el tejido radicular, la concentracion de proteinas aumenté



en los tratamientos con nematodos. El tiempo transcurrido entre la inoculacién y las
determinaciones fue insuficiente para que las plantas alcancen un nivel de estrés que
pueda ser cuantificado a través de parametros bioquimicos (prolina, MDA). El niumero de
huevos y el factor de reproduccion, disminuyé a medida que aumenté la concentracion de
repollo incorporada al sustrato. Se evidencié un aumento del crecimiento y rendimiento de

las plantas de tomate biofumigadas.

INTRODUCCION

La region horticola del partido de La Plata es parte de un cinturén mayor que rodea a
la ciudad de Buenos Aires. El cinturdn del Gran Buenos Aires (GBA) abarca 15 partidos,
con una superficie de mas de 5.510 km2. Esta gran superficie tiene su epicentro en la
zona sur, que comprende los partidos de La Plata, Florencio Varela y Berazategui (Viteri

etal., 2013).

La superficie destinada a la produccién de tomate en la provincia de Buenos Aires se
incrementd en un 147% entre 1988 y 2002, mientras que en el resto de las provincias se
mantuvo casi constante. La relevancia de la provincia se relaciona al crecimiento del

Cinturon Horticola Platense (Viteri et al., 2013).

La Plata muestra una gran productividad, esto puede estar vinculado a la mayor
dedicacion de superficie bajo cubierta para tomate (Viteri et al., 2013), siendo uno de los

mas importantes nucleos productivos de este cultivo en el pais.

El tomate, (Solanum lycopersicum), (Foto1), pertenece a la familia de las
Solanaceas, y es uno de los productos horticolas mas importantes por su consumo,
superficie en produccion y por la tecnologia e investigacion desarrollada en torno a él.
Junto con la papa es el cultivo horticola mas difundido en el mundo, tanto por el volumen

producido como por la superficie cosechada. Ademas, dado su alto contenido vitaminico,



se destaca por su alta calidad nutricional. Se consume en fresco, industrializado y en seco

(Del Pino, 2017).

Foto 1: Planta de Solanum lycopersicum L. var. platense.

(Fuente: http://hechoencomodoro.blogspot.com)

Existe una gran cantidad de tipos culturales, variedades e hibridos en la actualidad, y
afio a aflo cambian, debido al mejoramiento permanente.

En Argentina, si bien es cultivado en todos los cinturones verdes, existen también
zonas especializadas. Cuyo es la zona de produccién de tomate para industria mas
importante, y con este destino también se produce en el Alto Valle de Rio Negro y en el
NOA (Salta y Jujuy). Para consumo en fresco, las zonas mas importantes son el NOA
(Salta y Jujuy), el NEA (Corrientes), Buenos Aires (La Plata, Berazategui, Florencio Varela
y Mar del Plata), el Alto Valle de Rio Negro y también Cuyo (Mendoza y San Juan). La
superficie total cultivada de tomate en Argentina se estima en 17.800 ha (INTA, 2009).

El tomate es una planta herbacea, que se cultiva como anual. El porte de la planta es
erecto, pero a cierta altura se torna decumbente. El sistema radicular principal es

pivotante y profundo, puede llegar hasta 1,20 m de profundidad y esta provisto de un



numero elevado de raices secundarias. También tiene la capacidad de formar raices
adventicias. El tipo de crecimiento es simpodial, y el tallo esta conformado por una
sumatoria de simpodios, cada uno con una cantidad determinada de hojas dependientes
del cultivar, y una inflorescencia. Segun el patrén de crecimiento de cada cultivar,
determinado o indeterminado, este tallo puede alcanzar varios metros o tener una altura
limitada. El fruto es de tipo baya, bi o plurilocular, que puede tener diferentes colores,
formas y tamanos. El tomate es una especie sensible a heladas; las temperaturas por
debajo de 0°C ocasionan danos en la parte aérea, y tiene un cero vegetativo de 6 a 8°C
(también hay referencias de 10 °C). Es un cultivo de clima templado calido, que se
beneficia con temperaturas templadas. Las fluctuaciones de temperatura diurna-nocturna
(termoperiodicidad), benefician su crecimiento y desarrollo. En general, esta fluctuacion
de temperatura diurna/nocturna es preferible que sea de 6 y 7°C (Del Pino, 2017).

En la década del ‘40 el tomate platense, Solanum lycopersicum L. var. platense,
comienza a difundirse en la region. Esta variedad caracterizada por su sabor intenso, su
forma irregular, achatada, acostillada o fuertemente lobulada; era el Unico tomate que se
cultivaba en La Plata durante muchas décadas hasta la llegada de los paquetes
tecnoldgicos fuertemente dependientes de insumos, adoptados a partir de fines de la
década del "80, donde el tomate platense empieza a ser desplazado por el tomate hibrido,
y s6lo sobrevive gracias a un grupo de quinteros que lo conservaron por tradicion. El
tomate hibrido se siguié mejorando hasta llegar a las variedades larga vida genético y
larga vida estructural (Garat, 2002; Garat et al. 2008)

Por otra parte, una demanda mas segmentada, una mayor conciencia de lo que
significa la pérdida de materiales genéticos con historia y adaptados a climas y suelos
determinados, nos pone ante el desafio del rescate y la valorizacién de estas variedades

(Garat, 2002).



La horticultura, en las ultimas décadas, ha modificado radicalmente los sistemas
productivos a raiz de la incorporacion no solo de cultivares mejorados e hibridos, como se
menciond anteriormente, sino también de invernaderos para cultivo bajo cubierta, riego
por goteo, fertilizantes y agroquimicos, siendo estos ultimos los principales responsables
de los problemas socio-ambientales de la horticultura bonaerense, tal como lo muestra la
presencia de residuos quimicos en los productos cosechados y la contaminacion de las

aguas subterraneas (Bocer, 2002; Souza Casadinho & Bocero, 2008).

Segun un extenso informe elaborado por la Defensoria del Pueblo de la Provincia de
Buenos Aires (2015) y la Universidad Nacional de La Plata, en el Cinturén Horticola
Platense se detectan serios problemas ambientales y sanitarios debido al uso excesivo e
indiscriminado de agroquimicos. Los analisis de suelo, aire y agua indican la presencia de
principios activos en elevadas concentraciones, incluyendo algunos que se encuentran
actualmente prohibidos como el Dieldrin y los DDTs. La aplicacion de dosis elevadas y el
incumplimiento de las normas respectivas al tiempo de carencia determinan que gran
cantidad de hortalizas para consumo fresco lleguen al consumidor con niveles de
productos fitosanitarios que exceden a las disposiciones legales vigentes (SENASA,
2006).

Nuestro pais se encuentra en busca de alternativas para la sustitucion del bromuro de
metilo (BM) como fumigante y desinfectante de suelo, de acuerdo a lo establecido en el
protocolo de Montreal en 1987, ratificado por Argentina en 1990, donde se acordd que
este producto debia ser retirado del mercado en el afio 2015 por tratarse de un gas que
destruye la capa de ozono (Adlercreutz et al., 2007). A esta circunstancia, se suma a la
apariciéon de resistencia al mismo, la presion social por el acceso a alimentos mas
saludables (Gortari & Hours, 2016) y por el cuidado del medio ambiente. La suspensién

de este fumigante compromete el control de importantes adversidades biéticas para los



cultivos de la region y destaca la importancia de redisefar programas de manejo
integrado.

El nematodo del rosario (Foto 2), Nacobbus aberrans (Thome & Allen), puede ser
considerado una de las plagas que mas preocupacion genera en los productores en la
actualidad, ya que es responsable de importantes pérdidas en la produccion de
numerosos cultivos. Esta especie reune una serie de caracteristicas que la hacen
diferente de otros nematodos del suelo. Entre ellas, se destaca su polifagia, un elevado
potencial reproductivo y una notable capacidad de adaptacion. Gracias a ello se
encuentra ampliamente distribuido, abarcando diferentes regiones geograficas de nuestro
pais (Doucet & Lax, 2005). Constituye una de las adversidades biéticas mas importantes
en los cultivos bajo cubierta del Cinturédn Horticola Platense. El nematodo, N. aberrans
provoca anualmente importantes pérdidas econdmicas en la regidon ya sea por la
disminucion en el rendimiento, o por el elevado costo de los fumigantes aplicados al
suelo. Los datos formales sobre el dano econdmico causado por este nematodo son
escasos. Un informe de INTA-Mar del Plata indica que los dafios en tomate (Solanum
lycopersicon L.) y pimiento (Capsicum annuun L.) bajo cubierta alcanzan el 40 %
(Adlercreutz et al., 2007) e investigadores mexicanos indican pérdidas en tomate del 80 %

(Cristébal et al., 2006) y hasta la pérdida total del cultivo (Manzanilla-Lépez et al., 2002).



Foto 2: Juvenil de Nacobbus aberrans

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

Hasta el momento ha sido detectado en la Argentina, Chile, Bolivia, Ecuador, Peru,
México y Estados Unidos (Lehman, 1985; CABI, 2002). Se vincula a una gama de
hospedadores muy variada que comprende tanto a numerosos cultivos como a malezas
(Manzanilla-Lopez et al., 2002). En las raices de las plantas afectadas por este nematodo,
se observa la presencia de agallas que se extienden a lo largo de la raiz (Manzanilla-
Lopez et al.,, 2002). Las agallas provocan alteraciones morfolégicas y fisiolégicas, que
derivan en la ruptura del xilema y el floema, limitando el transporte de agua, provocando
déficit hidrico, cierre de estomas (Bird, 1974), y en consecuencia baja asimilacion de CO»,
una disminucion en la absorcién de N, P, K, Ca y Mg (Cristébal et al. 2001b), disminucién
del crecimiento, pérdidas del rendimiento e incluso la muerte de la planta (Castillo &
Marban-Mendoza, 1984; Inserra et. al., 1985).

Estas agallas son pequenas en estadios iniciales de infeccion, separadas una de
otras a manera de “rosario” y pueden estar vacias o contener hasta cinco hembras. Las
agallas se forman por procesos de hiperplasia e hipertrofia que son inducidos por los

nematodos para formar su sitio de alimentacion (Cristobal et al., 2001b).



En hospedantes susceptibles se observa una reduccién en el crecimiento apical lo
que resulta en un severo achaparramiento de las plantas, clorosis, enrollamiento de las
hojas y marchitamiento general si se acompana de una deficiencia de humedad durante
las horas de insolacién (Jatala, 1985). En tomate y pimiento si la planta llega a la
fructificacién y maduracién de frutos, éstos son pequefos, pierden firmeza, disminuyen su
vida de anaquel (vida util) y consecuentemente no tienen aceptacién en el mercado
(Cristébal et al., 2001a).

Dados los serios dafios que ocasiona a la agricultura en general, se trata de una
especie de importancia cuarentenaria (EPPO, 1984). Posee la capacidad de adaptarse a
diferentes condiciones del medio lo que complica particularmente el manejo de sus
poblaciones (Manzanilla-Lépez et al., 2002) En determinadas situaciones este nematodo
puede pasar a un estado de anhidrobiosis, que le permite sobrevivir bajo condiciones de
desecacion del suelo por mas de ocho meses, caracteristica que dificulta su control
(Sanchez Delgado, 2007).

Parte del ciclo de vida se desarrolla en el suelo y parte en los tejidos del hospedador.
La duracion del ciclo varia segun la temperatura y la disponibilidad de alimento. En

condiciones Optimas (22-24°C) puede oscilar entre 37 - 48 dias (Costilla, 1985a).

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) (Doucet & Lax, 2005).

El ciclo comprende cuatro estadios juveniles y los adultos. El primer estadio (J1) se
desarrolla en el interior del huevo. Luego de una muda, el segundo estadio juvenil (J2)
que va a emerger al exterior. EI J2 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 (J3) y cuarto estadio juvenil (J4).
Posteriormente, daran lugar a un individuo filiforme: hembra inmadura (también llamada
hembra joven) o a un macho. La hembra inmadura penetra en el interior de la raiz y se fija
a proximidad del cilindro central en donde induce el desarrollo de su sitio de alimentacién
(sincito). Esto da lugar a una serie de alteraciones histoldgicas vy 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 seguin sea la

rigidez de los tejidos del vegetal entre los que se desarrolla (Doucet & Lax, 2005).

Una vez fecundada, la hembra produce 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 mucilaginosa hasta que aparezcan condiciones

ambientales favorables (Doucet & Lax, 2005).

En situaciones en las que la densidad de poblacion es elevada resulta posible
observar manchones en el cultivo. En esas zonas las plantas presentan escaso
desarrollo, clorosis o marchitez. Esto es debido a la disminucion de la capacidad de

absorcion de agua y nutrientes por parte de las raices debido al ataque del nematodo.

El control de esta plaga se basa en el uso de desinfectantes de suelo (i.e. bromuro de
metilo) y nematicidas quimicos (Adlercreutz et al., 2007). En nuestro pais esta prohibida la
utilizacion de BM, por lo que hay que buscar alternativas de manejo, que deben ser
eficaces, no impactar negativamente sobre el medio ambiente, ser econémicas viables y
socialmente aceptadas (Bello et al., 2000).

La mayor consecuencia de la utilizacion del BM, es que no se retiene en su totalidad

en el suelo, sino que del 50 al 95 % pasa en forma de emisiones gaseosas a la



estratosfera, donde se liberan atomos de bromo que reaccionan con el ozono y otras
moléculas estables que contienen cloro, dando lugar a una reaccion en cadena que
contribuye a la disminucién de la capa de ozono, incrementando la incidencia de rayos
ultravioletas con los consecuentes riesgos para la salud y el medio ambiente (Thomas,

1997).

Como alternativa al BM y entre las practicas de bajo impacto ambiental utilizadas
para el manejo de nematodos endoparasitos, se pueden destacar, el uso de agentes
biolégicos como hongos nematdéfagos y micorrizas arbusculares (Puertas et al., 2006), la
solarizacion (Alcoser et al., 2006), la incorporacién de enmiendas organicas biofumigantes
(Bongiorno et al., 2009; Figueredo et al., 2011) y la aplicacién de aceites esenciales

(Gupta et al., 2011).

Se entiende como biofumigacién, al proceso de degradacién de la materia organica,
el cual produce gases capaces de controlar los patégenos de los vegetales (Kirkegaard et
al. 1993b; Bello, 1998) y ha sido incluido como una alternativa no quimica al BM por el
"Methyl Bromide Technical Comitte (MBTOC, 1997), perteneciente al Protocolo de
Montreal. El anterior concepto de biofumigacion que se aplicaba soélo a la emisién de
isotiocianatos durante los procesos de descomposicion de las brassicas y su efecto
fungicida e insecticida (Kirkegaard et al. 1993a, b; Matthiesen & Kirkegaard 1993; Angus
et al. 1994) se amplio a todas las materias organicas y residuos agroindustriales. Por otro
lado, Stirling (1991), en una revision sobre el control biolégico de los nematodos parasitos
de plantas, sefiala la importancia de la materia organica no solo por mejorar la fertilidad y

estructura del suelo, sino también por su efecto tdxico sobre los nematodos fitoparasitos.

La eficacia de la biofumigacion se incrementa cuando se incorpora dentro de un
sistema de manejo integrado de cultivos (Bello 1998). Esta técnica puede ser de gran

interés en paises en vias de desarrollo debido al bajo costo y facilidad de aplicacion



(MBTOC, 1998). Se observaron resultados favorables de su aplicacion en cultivos de
cucurbitaceas, pimiento, zanahoria, tomate, etc., obteniendo una eficacia similar a los
agroquimicos convencionales, al mismo tiempo que incrementan los nematodos
saprofagos, mejoran las caracteristicas del suelo y la nutricion de la planta (Bello et al.,

2000).

La accion de los microorganismos sobre la materia organica durante su
descomposicién produce gran cantidad de productos quimicos que pueden actuar en el
control de los patégenos del suelo. El amonio, nitrato, acido sulfhidrico y un gran numero
de sustancias volatiles y acidos organicos pueden producir una accion nematicida directa,
o afectar a la eclosién de los huevos, o la movilidad de los juveniles de nematodos; los
fenoles y los taninos son también nematicidas a ciertas concentraciones (Mian et al.,
1982; Mian & Rodriguez-Kabana, 1982 a,b), por ello es dificil determinar con exactitud

qué sustancia es responsable del control de los nematodos (Bello et al., 2000).

De todos los productos quimicos, obtenidos en la descomposicion de la materia
organica por la actividad de los microorganismos, que pueden tener accién nematicida, el
amonio ha sido el mejor estudiado, aunque es dificil afirmar que un solo componente sea

responsable de este efecto.

Diaz-Viruliche et al. (2000) estudiaron el efecto biofumigante de diferentes abonos
verdes de plantas representativas de cruciferas, cucurbitaceas, gramineas y leguminosas,
y encontraron una eficacia superior al 90 % en el control de Meloidogyne incognita,
mientras estudiaban el efecto biomejorador de los biominerales encontrados en las

plantas estudiadas.

Por otra parte, Kirkegaard y Sarwar (1998) definen la biofumigacion con abonos

verdes de brasicaceas, como: "la supresion de organismos del suelo, patégenos de



plantas y otros patégenos, por compuestos biocidas originados de la hidrélisis de los
glucosinolatos producidos durante la descomposicion de los abonos verdes de Brassica"
(Angus, et al. 1991; Kirkegaard, et al. 1996; Sarwar & Kirkegaard 1998; Sarwar et al.
1998). La eficacia de la biofumigacion depende de varios factores, fundamentalmente de
la especie de Brassica empleada, de la eficacia en la incorporacion de los abonos verdes,
de la actividad enzimatica de la mirosinasa que es responsable de la hidrdlisis de los
glucosinolatos, de las pérdidas por volatilizacién, la adsorcion por la arcilla, la pérdida por

percolacion y la degradacion microbiana (Brown & Morra 1997).

Como ya se menciond, el abono verde de brasicaceas se ha considerado supresor de
organismos productores de plagas y enfermedades cuando se incorpora al suelo (Chan &
Close 1987; Mojtahedi et al. 1991). Este efecto se atribuye por lo general a los
isotiocianatos, que se han considerado como los productos mas toxicos (Brown & Morra
1997; Rose et al. 1997). Se originan a partir de la hidrdlisis de los glucosinolatos, por la
accién del enzima mirosinasa. Los glucosinolatos son inactivos contra microorganismos,
pero los productos de hidrélisis son biocidas muy eficaces contra nematodos, bacterias,
hongos, insectos y la germinacion de semillas (Brown & Morra 1997; Rose et al. 1997;
Smolinska et al. 1997). Como la mayoria son volatiles (Kirkegaard, et al. 1996), se utiliza

el término biofumigacion.

La técnica incrementa su eficacia en el tiempo cuando forma parte de un sistema de
produccion integrada. Se ha encontrado que, por lo general, cualquier materia organica
puede actuar como biofumigante, dependiendo su eficacia principalmente de la dosis y del
método de aplicacion. Se ha demostrado que tiene la misma eficacia en el control de
nematodos, hongos, insectos, bacterias y plantas adventicias que los pesticidas
convencionales, pudiendo regular los problemas de virus al controlar los organismos

vectores (Bello et al. 2000).



HIPOTESIS

- La presencia de Nacobbus aberrans en el suelo y el parasitismo que se establece
con las plantas de tomate, impide la correcta absorcion de agua y nutrientes,
afectando el crecimiento de las mismas.

- El parasitismo de Nacobbus aberrans determina en las plantas de tomate,
condiciones de estrés, que pueden evaluarse a través de determinados
parametros bioquimicos y fisiolégicos.

- La biofumigacién con Brassica oleracea, libera compuestos biocidas que pueden

afectar a los nematodos, disminuyendo el estrés generado en las plantas.

OBJETIVO
Estudiar el efecto de la biofumigacién con Brassica oleracea sobre la supervivencia
de N. aberrans en el suelo y su reproduccion en plantas de tomate platense, y evaluar el

efecto de esta practica sobre el dafo del nematodo en la planta.

OBJETIVOS PARTICULARES:
- Cuantificar la multiplicacién y el dafio de N. aberrans en raices de tomate platense,
en presencia y ausencia de residuos de Brassica oleracea en descomposicion.
- Evaluar las respuestas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas que provoca el
parasitismo por nematodos en plantas de tomate platense, en presencia y

ausencia de residuos de Brassica oleracea en descomposicion.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realiz6 en condiciones ambientales semicontroladas, en un
invernadero del Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE), Facultad de Ciencias Agrarias y

Forestales (UNLP). (Foto 3)



Foto 3: Plantas de tomate en invernaculo.

Condiciones de cultivo

Las semillas de tomate platense fueron sembradas en speedlings de 72 celdas,
utilizando como sustrato una mezcla de perlita - vermiculita (1:1v/v). Periédicamente las

plantas se regaron con solucién nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnold, 1950).

Pasados 30 dias de la siembra, se efectu6 el trasplante a macetas de 10 L de
capacidad, a las cuales se les incorporé Brassica oleracea var. capitata molida en
chipeadora. El material incorporado fue mezclado, y la cantidad se colocé de acuerdo al
tratamiento correspondiente. El dia siguiente al trasplante se realizaron 3 orificios
alrededor de las plantas donde se inoculd con una suspension acuosa contiendo 5000

huevos y juveniles de N. aberrans por maceta.

Tratamientos realizados

El ensayo tuvo un disefio factorial 2X3 (dos niveles de inoculacién, por tres niveles de
volumen de material biofumigante incorporado) completamente al azar con 5 repeticiones

por tratamiento.



De esta forma quedaron definidos los siguientes tratamientos:

Plantas no inoculadas

»

Plantas con 0 gr de residuo de repollo por kg de sustrato.

—
1

Plantas con 140 gr de residuo de repollo por kg de sustrato.

N
1

3- Plantas con 280 gr de residuo de repollo por kg de sustrato.

B- Plantas inoculadas con N. aberrans
1- Plantas con 0 gr de residuo de repollo por kg de sustrato.
2- Plantas con 140 gr de residuo de repollo por kg de sustrato.

3- Plantas con 280 gr de residuo de repollo por kg de sustrato.

Parametros evaluados:

A partir de 20 dias después del trasplante (DDT) se medié semanalmente, la altura de
las plantas, el indice de verdor con un medidor Minolta SPAD® (Minolta Co., Ltd., Japan),

el nimero de hojas y se registré la fenologia de las plantas.
Alos 70 DDT se determin6

- Peso fresco (PF) aéreo y radical.

- Numero de huevos totales de nematodo por planta, extraidos segun la técnica de
molienda, tamizado, centrifugacioén y flotacion (Coolen, 1979) y un cociente entre:

N° de huevos totales presentes en raiz

N° de huevos inoculados

- Estimacién del contenido de clorofila y carotenoides

El contenido de clorofila y carotenoides se determiné a partir de un disco de hoja de
0,5 cm de diametro. Se utilizé6 N, N-Dimetilformamida como solvente de extraccion,
determinando la absorbancia de la solucién a las longitudes de onda 647, 664 y 480 nm,

en un espectrofotometro Shimadzu UV 160 A® (Shimadzu. Co, Japan). El calculo del



contenido de pigmentos se realizd de acuerdo a Wellburn (1994) con las siguientes
ecuaciones:
C total a+b (ug cm?) = 17.67 x Ab 646.8 + 7.12 x Ab 663.8

Carotenoides (ug cm) = (1000 x Ab 480 — 1.12 Ca — 34.07 Cb) / 245

- Contenido de malondialdehido (MDA)

Se evalué segun el método de Heath & Packer (1968), como un indicador de la
peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares. Se tomaron 200 mg de peso
fresco de hoja y raiz, se maceraron con 1 mL de acido tricloroacético al 0,1%, y luego se
centrifugaron. A 1 mL de sobrenadante se le agregdé 1mL de &cido tricloroacético (TCA) al
0,1 %. Esta mezcla se volvié a centrifugar y al sobrenadante se le agregd 1 ml del reactivo
TCA-BHT-TBA (TCA 20%, acido tiobarbiturico (TBA) 0,37% vy butilhidroxitolueno (BHT)
0,01 g). Seguidamente, los tubos se incubaron durante 30 minutos a 95°C. Pasado este
periodo, se introdujeron en un bafo de hielo para enfriarlos y detener la reaccién y luego
se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos. Finalmente, se separo el sobrenadante y
se leyod la absorbancia a 532 y 600 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV 160 UV/V.
La concentracién de MDA se calcul6é usando un coeficiente de extincion de 155mM-1 cm-
1:

Equivalentes de MDA (n.mol.ml-1) = [(A532 - A600) / 155000] 106

- Contenido de proteinas solubles

El contenido de proteinas solubles se determiné a partir de 200 mg de la ultima hoja
expandida 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 extraccién (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 20 pl del sobrenadante y se



le agregé 1 ml del reactivo Bradford (Azul Brillante de CoomassieG-250 0,021% (p/v)
etanol 4,7% (p/v) y acido fosférico 8,5% (p/v)) se agitd en vortex y se leyo la absorbancia
a 595 nm. El calculo de la concentracion de proteinas se efectué empleando una curva
patrén preparada con distintas concentraciones de albumina de suero bovino (BSA, Siga

Chemical Co).

- Contenido de prolina

Segun el método de Bates et al. (1973), para la determinacion de prolina se
homogeneizaron, por separado, 100 mg de material fresco de hoja y 100 mg de raiz, con
2 ml de una solucién al 3 % de acido sulfosalicilico. EI homogeneizado se centrifugd a
12000 g por 15 minutos. Se tomé 1 ml del sobrenadante y 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 bafno
maria a 100°C durante una hora. Al cabo de ese lapso la reaccion se interrumpid
enfriando el tubo rapidamente. A la mezcla reaccionante anterior se le agregé 2 ml de
tolueno y se agité durante 15 a 20 segundos en vértex. Se dejaron separar las fases y se
tomé la fase acuosa conteniendo el croméforo tolueno-prolina y se leyé la absorbancia a
520 nm usando tolueno como blanco.

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

umoles prolina.g™'PF = [(ug prolina/ml x ml tolueno)/115.5 ug/umoles]/ [(g PF)/5

- Numero y peso de frutos por planta
Al finalizar el ensayo, se procedié a recolectar los frutos, contarlos y pesarlos con

balanza electrénica.



Anilisis estadistico:
El ensayo se realiz6 siguiendo un disefio experimental completamente aleatorizado,
con cinco repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron por ANOVA y las medias

se compararon usando LSD (p<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Al analizar el crecimiento de las plantas, se observé que tanto en el crecimiento
radicular como en el crecimiento aéreo, el peso fresco, aumenté de forma directamente
proporcional a la cantidad de repollo incorporada al suelo, sin verse influenciado por la
presencia o ausencia del nematodo (Figura 1).

Figura 1. Peso fresco de tejido radicular y aéreo en plantas de tomate con diferentes

incorporaciones de Brassica sp. al sustrato: nula, baja y alta.
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*Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente por el
test de LSD de Fisher (p<0,05)

En este trabajo, al igual que en el de Franco-Navarro et al., 2002; se observé que la

incorporacion de residuos de brassica al momento del trasplante, favorecié el desarrollo



de las plantas de tomate independientemente de la presencia o ausencia de N. aberrans
(Foto 4y 5).

La incorporacion de enmiendas organicas contribuye a un mayor crecimiento de las
plantas, principalmente cuando se incorporan materiales cuyas relaciones C:N son bajas
como sucede en el caso de la col, entre otras (Ritzinger & McSorley, 1998a, 1998b). El
beneficio de las enmiendas puede ser directo, al aportar uno 0 mas nutrimentos o bien,
indirecto, al mejorar varias propiedades fisicas del suelo (Diaz-Viruliche et al., 2000).

El crecimiento tanto radicular como foliar, de las plantas de tomate, no se vio
influenciado por la presencia de nematodos. Aunque segun lo expresado por Zamudio et
al., 1987; las plantas infectadas con N. aberrans, presentan un menor peso del follaje

verde y raices, en comparacion con plantas libres de nematodos.

-
O
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Foto 4 y 5: Raiz de tomate con nematodos y sustrato sin repollo (izquierda) y raiz de
tomate con nematodos y doble concentracion de repollo (derecha).



La misma tendencia fue observada en otro parametro vinculado al crecimiento, como
es el contenido de clorofila en las hojas (Tabla 1). El contenido del pigmento aumentd en
la medida que se incrementd la cantidad de Brassica sp. incorporada al sustrato. Esto
puede deberse, a que no sélo el repollo actia como un biocida, sino también como una
enmienda organica. En nuestro ensayo no se hallaron diferencias significativas en el
contenido de clorofila entre los tratamientos inoculados y no inoculados. Esto resulta
discrepante con el resultado esperable, ya que en plantas sanas con alta capacidad de
crecimiento, generalmente se observan concentraciones mas altas de clorofila, en

relacion con plantas poco saludables, segun lo que sostienen Zarco-Tejada et al., 2004.

Tabla 1. Contenido de Clorofila y Concentracién de proteinas en tejido foliar y radicular.

Contenido de . , Proteinas en
: Clorofila Proteinas en .. )
Brassica Nematodo o . . tejido radicular
G Mg/cm tejido foliar ug.mg-!
0 Ausente 27,86 A* 755 B 0,73 A
140 Ausente 2493 AB 5,05 A 0,74 A
280 Ausente 41,49 C 507 A 0,58 A
0 Presente 29,06 AB 421 A 0,83 B
140 Presente 37,33 BC 553 A 1,12 B
280 Presente 40,01 C 570 A 1,17 B

*Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente por el

test de LSD de Fisher (p<0,05)

En las mediciones de altura realizadas semanalmente, se observdé que en el
momento del trasplante y durante las primeras tres mediciones no habia diferencia de
altura entre las plantas. A partir de la cuarta medicion las plantas que tenian Brassica sp.
en el sustrato, independientemente de la inoculacién o no con nematodos comenzaron a
tener incrementos de altura significativamente mayores con respecto a las plantas no
biofumigadas. A finalizar el ensayo las plantas mas altas fueron aquellas que tenian 280
g.de repollo.Kg™ de suelo.

Si bien el principal objetivo de la incorporacion de brassicaceas al sustrato es la

liberacion de compuestos con actividad biocida, hay otros beneficios que fueron



documentados y que han sido evidenciados en este trabajo. La incorporacién de materia
organica al suelo mejora la estructura del suelo y la penetracién del agua (Kirkegaard &
Matthiessen 2004), y cambia las propiedades fisicas y quimicas del suelo de tal manera
que hacen el medio favorable para el desarrollo del cultivo (Chavarria-Carbajal &
Rodriguez-Kabana, 1998; Ritzinger & McSorley, 1998a, 1998b), ya que es una provision
de nutrientes potencialmente disponibles para la planta. Por estos beneficios, a partir de la
cuarta semana del ensayo cuando el material picado comenzé a degradarse, las plantas
comenzaron a tener un mayor crecimiento en altura que las plantas testigo.

La concentracion de proteinas en el tejido foliar se redujo tanto por la incorporaciéon
de Brassica sp. al sustrato, como por la infestacion con Nacobbus aberrans. Esto resulta
previsible, ya que un estrés bidtico o abidtico activa una cascada de eventos tales como
una reduccion en el crecimiento celular, inhibicion en la sintesis proteica y la represion y/o
activacion de la actividad enzimatica (Marmiroli et al., 1993).

En el caso del tejido radicular, la concentracion de proteinas aumenté
significativamente en los tratamientos con presencia del nematodo (Tabla 1). Este
aumento en la concentracion de proteinas en plantas atacadas por nematodos, coincide
con lo expuesto por Taylor & Sasser, 1983, que afirman que las raices infectadas por
Meloidogyne, presentan un metabolismo intermediario mas acelerado en las agallas,
especialmente en los sistemas de sintesis de proteinas y acidos nucleicos, por lo que hay
mayor produccion de proteinas y menor transporte de sustancias al resto de la planta.

Al evaluar el contenido de prolina en el tejido radicular y foliar (Figura 2), se
observaron algunas diferencias entre tratamientos. Sin embargo los niveles encontrados
de este metabolito no indican una concentracion similar a aquella encontrada cuando
plantas de tomate son sometidas a estreses en los que las raices pierden su
funcionalidad. En este trabajo la concentracion maxima de prolina, fue de 1200 ug.g™' en

las hojas y de 358 ug.g™ en las raices. En contraste Ruscitti et al. (2015) sometieron



plantas de tomate a estrés hidrico y encontraron concentraciones mucho mayores (25000
umol. g™ en tejido foliar y 8500 umol. g™ en tejido radicular).

Del mismo modo, las concentraciones de malondialdehido (MDA) no manifestaron un
dafio importante de las membranas celulares pese a las diferencias encontradas entre

tratamientos.

Figura 2. Contenido de prolina en tejido foliar y radicular en plantas de tomate con

diferentes incorporaciones de Brassica sp. al sustrato: nula, baja y alta.
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*Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente por el
test de LSD de Fisher (p<0,05)

El tiempo transcurrido entre la inoculacién y las determinaciones realizadas fue
suficiente para analizar lo ocurrido con la poblacion del nematodo, sin embargo fue
insuficiente para que las plantas alcancen un nivel de estrés que pueda ser cuantificado a
través de parametros bioquimicos. El hecho de que el ensayo haya sido realizado en un
invernaculo con ventilaciéon forzada y refrigeracion controlada puede haber disminuido el
estrés térmico al que las plantas son expuestos en los invernaculos de la zona.

Los tratamientos a los que se les incorpord Brassica sp. al sustrato, produjeron mayor

cantidad y peso de los frutos. Segun un trabajo de Franco-Navarro et al., 2002, los



residuos de repollo, favorecen el crecimiento e incrementan la produccién acumulada total
y comercial de las plantas de tomate.

No se hallaron diferencias significativas en el peso de los frutos entre los tratamientos
con y sin nematodos, mientras que la mayor cantidad de frutos se obtuvieron en los
tratamientos con nematodos (Foto 6). Cristdbal et al., 2001 indican que los frutos de las
plantas de tomate y pimiento infectadas con nematodos, son pequefios, pierden firmeza,

disminuye su vida util, y consecuentemente no tienen aceptacion en el mercado.

Foto 6: Tomates afectados por nematodos.

El nimero de huevos en raices disminuyé a medida que aumento la concentracion de
repollo incorporada al sustrato. La menor cantidad de huevos, se contabilizé en el
tratamiento con 280 g de repollo.kg™ de sustrato (Figura 3).

Figura 3. Numero de huevos contabilizados en raices de tomate cultivadas con

diferentes concentraciones de Brassica sp.
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*Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente por
el test de LSD de Fisher (p<0,05)

Segun el trabajo de Bello et al., 2000, la accidon de los microorganismos sobre la
materia organica durante su descomposicién produce gran cantidad de productos
quimicos que pueden actuar en el control de los patdégenos del suelo. El amonio, nitratos,
acido sulfhidrico y un gran niamero de sustancias volatiles y acidos organicos pueden
producir una accién nematicida directa o afectar a la eclosién de los huevos o la movilidad
de nematodos juveniles (Mian et al. 1982; Mian & Rodriguez-Kabana 1982 a,b).

La biofumigacion logré disminuir el cociente entre el nimero de huevos totales
presentes en la raiz y el nimero de huevos inoculados de 12,2, en el caso del tratamiento
testigo, a 9,1 en el tratamiento con baja concentracion de repollo y a 2,6 en el tratamiento
con alta concentracién. La biofumigacion fue util para reducir este cociente, aunque no
suficiente, ya que el mismo esta por encima de 1, por lo cual habria que sumar otra u
otras técnicas que permitan alcanzar valores menores a 1 y evitar que la poblacién final

de nematodos sea mayor que la poblacidn inicial.

CONCLUSIONES

- El crecimiento de las plantas y la cantidad y peso de los frutos se incrementé
significativamente cuando se incorporo repollo.

- Las plantas no alcanzaron un nivel de estrés que pueda ser cuantificado a través de

las determinaciones bioquimicas realizadas.



- La biofumigacion logré disminuir la poblacién del nematodo, siendo la dosis de 280

g de repollo.kg™ de suelo la mas efectiva.
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