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RESUMEN

El nematodo Nacobbus aberrans, es responsable de producir importantes pérdidas en la
produccion de tomate (Solanum lycopersicum L.). Se diferencia de otros nematodos del
suelo por su polifagia, un elevado potencial reproductivo y una notable capacidad de
adaptacion. 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. En la actualidad
se estudian métodos de control bioldgico para combatir los dafios causados por este
patogeno, mediante el uso de microorganismos rizosféricos, entre los cuales estan los
hongos micorricicos arbusculares (HMA) y Trichoderma harzianum. Por lo expuesto, el
objetivo de esta investigacion fue comprobar el efecto de estos microorganismos
rizosféricos y su sinergismo en la reduccion del dafio producido por el nematodo N.
aberrans en plantas de tomate. Para ello, se evaluaron respuestas morfoldgicas,
fisiologicas y bioquimicas que se generan como consecuencia de la inoculacion, la
eficiencia comparativa de estos microorganismos solos o combinados, y la
multiplicacion N. aberrans en las plantas infectadas. Los datos se analizaron por
ANOVA vy las medias se compararon usando LSD (p<0,05) mediante el programa
SISVAR. Como resultado se obtuvo que las plantas infectadas con N. aberrans
presentaron efectos negativos a nivel fisiologico y bioquimico; los tratamientos
inoculados con micorrizas mostraron mejor respuesta respecto a los demads tratamientos.
En el tratamiento HMA+T. harzianum., cuando N. aberrans esta presente (NA), la
micorrizacién fue mayor, no disminuy6 la colonizacion radicular de 7. harzianum y no
afect6 la cantidad de UFC/gr de suelo, en tanto, cuando hay ausencia de N. aberrans, la
poblacion de T. harzianum (UFC/g suelo) aumenté significativamente en presencia de
HMA. El tratamiento que mas afectd la multiplicacion de N. aberrans fue la
combinacion de HMA y T. harzianum. La conjuncion de los dos microorganismos
tuvieron una accion de efecto aditivo para reducir el numero de la poblacion de N.
aberrans observandose en los resultados que los HMA fueron los que tuvieron un

mayor efecto en esta interaccion.
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SUMMARY.

The nematode Nacobbus aberrans is responsible for producing significant losses in
tomato production (Solanum lycopersicum L.). It differs from other soil nematodes by
its polyphagy, high reproductive potential, and remarkable adaptative capacity. On the
other hand, it feeds on the roots of numerous weeds, which allows it to complete its life
cycle in the absence of susceptible crops. Biological control methods are currently being
studied to combat the damage caused by this pathogen, through the use of rhizospheric
microorganisms, among which are arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and
Trichoderma harzianum. Therefore, the objective of this research was to verify the
effect of these rhizospheric microorganisms and their synergism in reducing the damage
produced by the N. aberrans nematode in tomato plants. For this, morphological,
physiological and biochemical responses generated as a consequence of inoculation, the
comparative efficiency of these microorganisms alone or in combination, and the
multiplication of N. aberrans in infected plants were evaluated. The data were analyzed
by ANOVA and the means were compared using LSD (p <0.05) using the SISVAR
program. As a result, it was obtained that the plants infected with N. aberrans presented
negative effects at the physiological and biochemical levels; the treatments inoculated
with mycorrhizae showed a better response compared to the other treatments. In the
treatment HMA+T. harzianum., when N. aberrans is present (NA), the mycorrhization
was higher, it did not diminish the root colonization of 7. harzianum and it did not
affect the amount of CFU / gr of soil, whereas when there is absence of N. aberrans, the
T. harzianum population (CFU / g soil) increased significantly in the presence of AMF.
The treatment that most affected the multiplication of N. aberrans was the combination
of HMA and T. harzianum. The conjunction of the two microorganisms had an action of
additive effect to lower the number of the N. aberrans population, observing in the

results that the AMF were those that had the greatest effect in this interaction.
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CAPITULOI:
INTRODUCCION



Introduccion
1.1.  Problematica y Justificacion

Una de las problematicas mas relevantes de los productores de tomate dentro del
Cinturon Horticola de La Plata es, sin dudas, el ataque de plagas y enfermedades, entre
las cuales esta la infestacion de nematodos fitoparasitos. Los nematodos noduladores de
la raiz afectan una gran diversidad de cultivos generando importantes pérdidas
economicas (Lax er al, 2011; Radwan et al, 2012). En Argentina, los géneros de
nematodos mas importantes son Meloidogyne spp. y Nacobbus spp. Ambos inducen la
formacion de agallas en la raiz dificultando la absorcion de agua y nutrientes lo que se
traduce en pérdidas productivas que pueden alcanzar la totalidad del cultivo. Los
nematodos suelen ser un factor limitante en la produccion de tomate y pimiento y su
incidencia se incrementd en los ultimos afios fundamentalmente en los cultivos bajo

cubierta.

Hasta hace unos afios atras, el método de control utilizado extensamente por los
productores para el control de nematodos era la aplicacion de bromuro de metilo, un gas
que se utilizo como desinfectante del suelo pero del que se comprobo6 que afecta la capa
de ozono. De acuerdo a lo establecido en el protocolo de Montreal en 1987, ratificado
por Argentina en 1990, se acordd que este producto debia ser retirado del mercado en el
afio 2015 (Adlercreutz et al., 2007). Esto, sumado a la presion social por el acceso a
alimentos mas saludables (Gortari y Hours, 2016) y por el cuidado del ambiente han
llevado a que Argentina esté en bisqueda de alternativas sustentables para la sustitucion
del bromuro de metilo, destacando asi la importancia de redisefiar programas de manejo

integrado.

Entre las practicas de bajo impacto ambiental utilizadas para el manejo de
nematodos endoparasitos se pueden destacar el uso de agentes biologicos como los
hongos micorricicos y otros hongos benéficos (Puertas et al., 2006), la solarizacién
(Alcoser et al., 2006), la incorporaciéon de enmiendas orgédnicas biofumigantes
(Bongiorno et al., 2009; Figueredo et al., 2011) y la aplicacion de aceites esenciales

(Gupta et al., 2011).

Teniendo en cuenta lo anteriormente descripto, incorporar diferentes bioinsumos

(micorrizas arbusculares y Trichoderma sp.) en los programas de control de nematodos



fitoparasitos se convierte en una alternativa sustentable para solucionar los problemas

ocasionados por esta plaga en el cultivo de tomate.

1.2. Antecedentes

La horticultura en la Argentina, representa un rubro importante en el desarrollo
del pais, para el sector productivo, social y econémico. El area horticola cultivada tiene
una extension de 540.000 hectareas, que equivale al 2% de la superficie agricola
nacional. El 90% de la produccién obtenida se comercializa en el mercado interno,
principalmente para consumo en fresco. La horticultura genera en Argentina
aproximadamente 10 millones de jornales al afio y permite el ingreso de 520 millones
de dolares anualmente como producto de la exportacion (INDEC, 2010). El Cinturén
Horticola de La Plata (CHLP), localizado en la periferia de la ciudad de La Plata,
constituye casi la mitad (46,15%) de la superficie productiva del Cinturén Verde
Bonaerense y la cuarta parte (25,15%) de la superficie horticola de la Provincia de
Buenos Aires, presentando una alta especializacion y una elevada productividad por

hectarea (INDEC, 2010).

En los tultimos afios, se han concentrado esfuerzos en alcanzar una produccion
sustentable y amigable con el medio ambiente, con el objetivo de obtener productos
diferenciados. Los desafios que enfrenta actualmente la horticultura son alcanzar una
mayor productividad e inocuidad de los alimentos, la integracion y asociacion del sector
productivo, la ampliacion del periodo de oferta, el aumento de la mecanizacion, la
mejora de la tecnologia post cosecha, la capacitacion de recursos humanos, y la mejora
de la imagen e identidad del producto obtenido (Argerich, 2011). La horticultura tiene
como caracteristica principal el uso intensivo del suelo. Generalmente en este tipo de
producciones, los periodos de descanso del suelo son breves o nulos y predomina el
monocultivo, lo que provoca el “agotamiento” de los suelos y el incremento de las
poblaciones de patdgenos. Estas caracteristicas reducen la rentabilidad, por la
disminucién del rendimiento y el incremento de los costos debido a que se hace
necesaria la aplicacion de tratamientos para corregir los parametros fisicos y quimicos
afectados, como asi también para el control de plagas y enfermedades. Finalmente, si las
medidas de control no fueron eficientes, el productor se ve obligado a abandonar el

cultivo o trasladar su estructura productiva hacia otros suelos (Colombo et al., 2009).



Una de las hortalizas mas importantes en el CHLP es el tomate (Solanum
lycopersicum L.), que ocupa el segundo lugar de la superficie plantada, después de la
lechuga (Lactuca sativa L.). El pimiento (Capsicum annuum L.), ocupa el tercer lugar
(Del Pino, 2016). La producciéon de tomate se destina al mercado interno. Este cultivo se
produce mayoritariamente en invernaculo aplicando un alto grado de tecnologia con un

alto costo de implantacion.

1.3. Cultivo de tomate. Generalidades

Solanum lycopersicum L, pertenece a la familia Solanaceae (Tabla 1). Es una
planta dicotiledonea (Cestoni et al., 2006) y herbacea perenne, que se cultiva en forma

anual para el consumo de sus frutos (Semillaria, 2015).

Tabla 1. Taxonomia del tomate.

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie lycopersicum

Fuente: Semillaria 2015.

Tiene porte arbustivo, se cultiva como anual, puede desarrollarse de forma
rastrera, semierecta o erecta, y su crecimiento es limitado en las variedades determinadas
e ilimitado en las variedades indeterminadas (Jaramillo et al., 2007). Los cultivares de
tipo determinado producen una inflorescencia junto con cada hoja o cada dos hojas,
suelen ser mas precoces y de porte bajo, terminando el tallo en un racimo floral. Los de

tipo indeterminado presentan inflorescencias mas espaciadas. El tallo termina en una



yema vegetativa, lo cual determina que la planta continie creciendo de manera

indefinida (Jaramillo et al., 2007).

Siempre fue una hortaliza muy importante en la dieta humana, a pesar de que
antiguamente se creia que era toxico, debido a su parentesco con otras solandceas, cuyos
frutos son venenosos (belladona, tutia, etc.). El tomate ocupa entre las hortalizas el tercer
lugar, a nivel mundial, después de la papa y la batata, en la dieta del hombre. Su
popularidad sigue aumentando y tiene una importancia econémica relevante (Tonelli y

Rothman, 2007).

El continente que mayor superficie destina para la produccion de tomate es Asia
(siendo China el principal productor), y Europa se destaca por la alta calidad del
producto cosechado, por los altos rendimientos obtenidos y por el uso de alta tecnologia.
El mayor volumen de produccion se evidencia en los paises mas calidos como Italia y
Espafia. En Espafia existe una gran produccion de tomate en invernaderos en la Provincia
de Almeria. En América, se destaca la produccion de Estados Unidos, que es un gran
consumidor de este producto tanto en fresco como industrializado. Brasil es el principal
productor en Sudamérica, y México y otros paises de América Central también se
destacan porque exportan su produccion a Estados Unidos. En Argentina es el segundo
cultivo horticola mas importante por el volumen de produccion después de la papa, y
ocupa un sexto de la superficie horticola total. Se cultiva desde el NOA (Salta y Jujuy)
hasta Chubut y Mar del Plata, lo que posibilita contar con produccidon nacional de tomate
casi todo el afio. Si bien es cultivado en todos los cinturones verdes, existen también
zonas especializadas. Cuyo es la zona de produccion 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, Jujuy, Santiago del Estero y Tucuman), el NEA (Corrientes), y Buenos Aires (La
Plata, Berazategui, Florencio Varela y Mar del Plata), el Alto Valle de Rio Negro y
también Cuyo (Mendoza y San Juan). En Argentina se cultivan 17.000 ha de tomate
(10.500 para mercado fresco y 6.500 para industria). Se producen en el pais
aproximadamente 1.000.000 de toneladas de las cuales 650.000 son comercializadas para

tomate en fresco (Del Pino, 2019).

El momento de la cosecha del tomate para consumo en fresco, es dependiente de

muchos factores. Siempre se realiza la cosecha s6lo desde el estado verde maduro



(verde, pero con la base rosada) para asegurarse de que ese tomate podrd seguir
madurando por su propia emision de etileno o bien con la aplicacion exdgena del mismo.
El punto de madurez comercial (estado de madurez que pretende recibir el comprador)
serd dependiente de lo que necesite el comprador (mas verde o mas maduro) y también
dependera de la variedad, la distancia al mercado, las temperaturas de la época de
cosecha en el lugar de produccion y del destino, el método de conservacion del producto
tanto en el establecimiento como en el transporte (refrigerado o no) y en el destino
comercial, el tiempo de conservacion, pero ademas las consideraciones comerciales tales

como precios, oferta y demanda (Del Pino, 2019).

En Argentina existe un amplio rango de posibles fechas de plantacion ya que es
un cultivo que se implanta en muchas zonas de pais, tanto a campo como en invernadero

(Del Pino, 2019).

1.3.1. Caracteristicas botanicas del tomate.

El tallo, es grueso, pubescente, anguloso y de color verde. Mide entre 2 y 4 cm
de diametro y es mas delgado en la parte superior. En el tallo principal se forman tallos
secundarios, nuevas hojas y racimos florales, y en la porcion distal se ubica el meristemo
apical, de donde surgen nuevos primordios florales y foliares (Monardes, 2009).
Inicialmente el tallo tiene una apariencia herbacea; estd compuesto de epidermis con

pelos glandulares, corteza, cilindro vascular y tejido medular (Escobar y Lee, 2009).

La hoja, es pinnada y compuesta. Presenta de siete a nueve foliolos peciolados
que miden entre 40 y 60 mm de largo y entre 30-40 mm de ancho, lobulados y con borde
dentado, alternos, opuestos y, por lo general, de color verde, glanduloso pubescente por
el haz y ceniciento por el envés. Se encuentra recubierta de pelos glandulares y
dispuestos en posicion alternada sobre el tallo (Monardes, 2009). La posicién de las

hojas en el tallo puede ser semierecta, horizontal o inclinada (IPGRI 1996).

La flor, es perfecta y regular. Los sépalos, los pétalos y los estambres se insertan
en la base del ovario. El céliz y la corola constan de cinco o mas sépalos y de cinco
pétalos de color amarillo, que se encuentran dispuestos de forma helicoidal. Poseen
cinco o seis estambres que se alternan con los pétalos, formando los organos

reproductivos. El ovario tiene dos o mas segmentos (Infoagro Systems, 2015).



El fruto, es una baya bilocular o plurilocular, subesférica globosa o alargada,
que puede alcanzar un peso que oscila entre unos pocos miligramos y 600 g. El fruto esta
constituido por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas. En estado inmaduro es

verde y, cuando madura, es rojo (EDIFORM, 2006).

El sistema radicular, estd constituido por la raiz principal y las raices
secundarias y adventicias; estas ultimas son numerosas y potentes y no superan los 30
cm de profundidad (Monardes, 2009; INTA, 2014). El interior de la raiz presenta tres
partes: epidermis, cortex y cilindro vascular. La epidermis contiene pelos que absorben
el agua y los nutrientes, mientras que el cortex y el cilindro vascular cumplen la funcién

de transportar los nutrientes (Infoagro Systems 2015).

1.4.  Nacobbus aberrans (Thorne & Allen)

1.4.1. Importancia econémica.

Nacobbus aberrans conocido como el “nematodo del rosario” o “nematodo del
falso nudo de la raiz”, es un nematodo endoparasito sedentario. Constituye una plaga de
importancia econémica en Peru, Bolivia, Argentina, Chile, México y Ecuador, en
América del Sur y en la India, Rusia, Estados Unidos, Inglaterra y Holanda (Jensen et
al., 1979). Ocasiona dafios cuando su poblacion se incrementa a niveles altos como
consecuencia del monocultivo, el manejo deficiente y la aplicacion de controles
quimicos desacertados. Segin (Ramos et al, 1998) indican que las pérdidas de

rendimiento causadas por N. aberrans en cultivos alimenticios e industriales fluctian de

33 a 88%.

1.4.2. Distribucion geografica.

Se asumié en un principio que N. aberrans se desarrollaba en zonas
preferentemente de altura, de clima semidesértico y frio (Costilla, 1985), entre los 500-
4500 metros sobre el nivel del mar (Costilla et al, 1978). Sin embargo, también estd
presente a escasos metros sobre el nivel del mar (La Plata, Buenos Aires). La
distribucion actual del nematodo en la Argentina puede considerarse muy amplia. Se

destaca la diversidad de zonas diferentes (tanto desde el punto de vista fitogeografico,



climatico y edafico) en las que el patdogeno puede instalarse y multiplicarse. Este hecho
es para tener especialmente en cuenta puesto que una muy importante superficie del pais

representa un ambito adecuado para su desarrollo y multiplicacion (Doucet y Lax,

2005).

1.4.3. Nacobbus aberrans en la Argentina.

El nematodo fue detectado por primera vez en la Republica Argentina en 1977,
atacando papa cultivada y algunas variedades andinas en Tafi del Valle, provincia de
Tucuman (Figura 1). Simultdneamente, fue observado sobre raices de acelga, remolacha
y zapallo, asi también como sobre malezas de los géneros Amaranthus y Brassica
(Costilla et al., 1977). Desde su hallazgo, quedo claro que se estaba en presencia de un
organismo capaz de ocasionar graves dafios a la agricultura; los antecedentes conocidos
para otras partes del continente permitian asi inferirlo. Tiempo después, fue posible
asignar a este patdogeno una serie de complejos problemas para numerosos cultivos
(Doucet y Lax, 2005). Se encuentra distribuido en diferentes focos o microrregiones,
siendo en el CHLP donde causa los problemas productivos mas importantes. Sin
embargo, no existen en Argentina evaluaciones que permitan estimar los dafios en los

rendimientos y las consecuentes pérdidas econémicas (Chaves y Torres, 2001).

Figura. 1. Vista microscopica de J2 de Nacobbus aberrans.



El nematodo Nacobbus aberrans se diferencia de otros nematodos del suelo por
su polifagia, un elevado potencial reproductivo y una notable capacidad de adaptacion a
distintas temperaturas y condiciones edaficas. 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 y Lax, 2005).

1.4.4. Clasificacion taxonomica.

La clasificacion taxonomica de Nacobbus aberrans, segin Sosa-Moss (1988) es

la siguiente:

Tabla 2. Clasificacion taxonomica de Nacobbus aberrans.

Phylum: Nematoda

Clase: Secernentea

Orden: Tylenchida

Sub orden: Tylenchina

Super familia: Tylenchoidea

Familia: Pratylenchidae (Thorne, 1949)
Sub familia: Nacobbinae (Chitwood, 1950)
Género: Nacobbus

Especie: Nacobbus aberrans

1.4.5. Ciclo de vida.

El ciclo de vida de N. aberrans dura de 25 a 59 dias, variando en funcion de
poblaciones especificas, tipo de hospedante y condiciones ambientales; comprende un
estado de huevo, cuatro estados juveniles y un estado adulto, tras producirse cuatro
mudas, la primera de ellas en el huevo. En el estado adulto es donde se produce un

marcado dimorfismo sexual (Costilla, 1985).
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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 (Figura 2). 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 filiforme se va alimentando, muda
pasando por el tercer (L3) y cuarto estadio larval (L4), dando origen a una hembra joven
0 a un macho. La hembra joven hasta que se torna sedentaria mantiene su aspecto
filiforme. Luego de establecer el sincitio (sitio de alimentacion), en el periciclo de la
raiz, se torna sedentaria, pierde movilidad y comienza a engrosar su cuerpo hasta tomar
una forma de saco o palo de amasar ensanchado (Figura 3). Esto da lugar a una serie de
alteraciones histologicas y fisioldgicas particulares en esa zona del sistema radical del
hospedador, conocidas como agallas (Manzanilla-Lopez et al., 2002). Es posible
observar en las raices agallas de tamafo variable, sobre las que se pueden distinguir
masas de huevo s (Costilla et al., 1981). La hembra madura deposita sus huevos en una
masa gelatinosa llamada “matriz” (Clark, 1967; Castillo y Marban-Méndoza, 1984; Mai
etal., 1981).

Figura 2. Vista microscopica de estadios iniciales.

Al inicio de la infeccion, las agallas se encuentran separadas y en su interior,
alojan una sola hembra (Manzanilla-Lopez et al., 2002), pero a medida que la infeccion

aumenta, también lo hace el nimero de agallas, haciéndose mas proximas entre si y
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adoptando el aspecto de cuentas de rosario que en algunos casos llegan a contener a mas
de una hembra (Figura 4). Debido a esto es que se le conoce también como nematodo

del rosario (Costilla ef al., 1981).

Macho

- ..

Agalla con masa
de huevos Hembra madura Hembra inmadura

Figura 3. Ciclo de vida N. aberrans.

Fuente: Manzanilla-Lopez et al. (2002).

1.4.6. Supervivencia.

Las masas de huevos tienen la capacidad de soportar condiciones adversas, tales
como las bajas temperaturas (hasta -13 °C) y la desecacion por periodos prolongados de
tiempo (Gonzalez y Franco, 1997). Ha sido sefialado 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). En
el caso de la papa, esos dos estadios pueden sobrevivir en los tubérculos almacenados

por mas de 10 meses, bajo las lenticelas, en estado de quiescencia (Costilla, 1985).

1.4.7. Diseminacion.

El nematodo es dispersado a través de agentes que implican movimientos del
suelo y vegetales contaminados. Entre estos agentes se destacan la maquinaria agricola,

el agua, el viento, tubérculos de papa, semillas y plantines atacados. En conjunto,
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aseguran a la especie la posibilidad de colonizar nuevas areas y parasitar otros

hospedadores (Doucet y Lax, 2005).

1.4.8. Sintomas y daiios.

Los sintomas que causa la infeccidén son reduccion 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 pequefios que
con frecuencia presentan sintomas de podredumbre apical. Las plantas infectadas con
este nematodo presentan también un menor peso del follaje verde y raices en

comparacion con plantas libres de nematodos (Zamudio et al., 1987).

Figura 4. Agallas producidas por N. aberrans en raiz de tomate (S. lycopersicum L.)

El dafio que causan los estados juveniles y las hembras jovenes de N. aberrans,
son cavidades largas debido al movimiento inter e intracelular por los tejidos del
parénquima de la raiz; causando respuestas de hipertrofia que da lugar a la formacion
del sincito, sitio de alimentacion de la hembra adulta y donde se forma la agalla tipica
lateral en la raiz (Figura 5). A pesar que el xilema y el floema mantienen su continuidad
vascular, su funcionalidad disminuye (Brujin y Stemerding, 1968; Clark, 1967; Quimi,

1981).
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Figura 5. Raices de plantas de tomate (S. lycopersicum L) de diferentes

tratamientos afectadas por la inoculacion de N. aberrans.

1.4.9. Métodos de control de Nacobbus aberrans.

Los problemas que N. aberrans ocasiona a la agricultura, han llevado a la
busqueda de diferentes alternativas de manejo. En todos los casos, se intenta disminuir
la densidad de poblacion en los suelos cultivados. La deteccion temprana de N.
aberrans en un campo a cultivar, constituye una de las estrategias indispensables para el
manejo de esta plaga. Resulta conveniente realizar analisis de muestras de suelo y de las
malezas presentes en un lote, previo a la instalacion del cultivo. Esto permitira poner en
evidencia la eventual presencia del nematodo y prevenir asi los problemas que pueda
generar el patdgeno con las consecuentes reducciones en los rendimientos (Doucet y

Lax, 2005).

El empleo de variedades resistentes o tolerantes, es un método de manejo
econdmico y ambientalmente seguro, que aprovecha la caracteristica de que la
resistencia de las plantas a los nematodos es controlada por un gen, en algunos casos, y
por mas de uno en otros, y el hecho que ademas en el campo, por lo general, existe una
especie dominante a combatir. Sin embargo, no existen fuentes de resistencia en la
naturaleza ante todos los géneros de nematodos ni para todas las plantas cultivables
(Taylor y Sasser, 1983). No se conocen hasta la fecha genes que otorguen resistencia

efectiva en plantas cultivadas frente a N. aberrans, son varios los parientes silvestres del
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tomate que se han reportado como resistentes a fitonematodos, por ejemplo, la
resistencia a M. incognita, M. javanica y M. arenaria es principalmente conferida por
los genes Mi, caracteristica que fue transferida al tomate desde su pariente silvestre S.
peruvianum (Yaghoobi et al., 1995). Se ha demostrado que los genes Mi no son
efectivos contra N. aberrans, y en estudios exploratorios no se han encontrado fuentes
confiables de resistencia contra este nematodo en cultivos de tomate (Veremis et al.,

1997, Cabrera et al., 2017)

Otras practicas de manejo que deben sumarse a la anterior para contribuir a la
disminucion del nematodo en el suelo, es la destruccion de las malezas (Costilla ef al.,
1980; Costilla, 1985; Costilla y Ojeda, 1985; Doucet, 1992) y la rotacion de cultivos.
Costilla ef al., (1980) manifiesta la importancia de dar lugar a rotaciones con gramineas
en zonas productoras, ya que por lo general, esas plantas no representan buenos
hospedadores para el nematodo debido a que impiden su invasion en las raices y su
consecuente multiplicacion. Entre ellas han sido mencionadas: avena, trigo, maiz y
cebada (Costilla, 1985). De ese modo, se logra disminuir la densidad de poblacion del

patodgeno a niveles que no generen dafios significativos en la produccion.

El control quimico de esta plaga se basa en el uso de desinfectantes de suelo (i.e.
bromuro de metilo) y nematicidas de sintesis quimica. Sin embargo, la prohibicion del
bromuro de metilo para el afo 2015 (Valero, 2009), la aparicion de resistencia, la
presion social por el acceso a alimentos mas saludables y por el cuidado del ambiente
han llevado a la busqueda de medidas alternativas de control. Una opcidén en este
sentido es el control bioldgico (CB) mediante la utilizacion de microorganismos vivos

y/o productos derivados de ellos (Gortari y Hours, 2016).

El CB se basa en la explotacion de esta red de interacciones, particularmente de
las negativas entre microorganismos y organismos superiores para evitar y/o disminuir
el efecto de las plagas en los cultivos (Lamovsek ef al., 2013). Entre otros organismos,
los hongos nematofagos son importantes debido a la facilidad que ofrecen respecto de
su aislamiento, produccién masiva y formulacion ademds de su importante rol en el

manejo de plagas horticolas (FUNICA, 2009; Brand et al., 2010).
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1.5. Micorrizas

Se conoce con el nombre de micorriza a la asociacion simbidtica mutualista
establecida entre las raices de la mayoria de las plantas (tanto cultivadas como silvestres)
y ciertos hongos del suelo (Figura 6). Se trata de una simbiosis practicamente universal,
no solo porque casi todas las especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas,
sino también porque pueden estar presente en la mayoria de los habitats naturales

(Linderman, 1992).

Figura 6. Vista microscopica de estructuras de HMA.

El mutualismo supone una relacion beneficiosa para los dos organismos
implicados, y tanto el hongo como la planta se ven favorecidos por la asociacion: el
hongo coloniza la raiz de la planta y le proporciona nutrientes minerales y agua, mientras
que la planta le suministra al hongo sustratos energéticos y carbohidratos que elabora a

través de la fotosintesis.

1.5.1. Taxonomia de micorrizas.

La clasificacion taxondmica de micorrizas es compleja y ha sufrido numerosos
cambios a lo largo de las ltimas décadas. Actualmente se considera que pertenecen a la

division Glomeromycota (Schiibler et al., 2001), con méas de 150 especies descriptas.

Tradicionalmente la identificacion de micorrizas se ha basado en las
caracteristicas morfologicas de las esporas. Sin lugar a duda estas estructuras contienen

una informacién taxonomica importante (Sieverding y Oehl, 2006), pero ésta puede
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llegar a ser limitada y confusa. La aplicacion de técnicas moleculares para la
identificacion de especies de micorrizas ha presentado dificultades debido a que la
region ITS de los genes ribosdomicos es variable, lo que compromete la especificidad de
las técnicas (Jansa et al., 2002; Reddy et al, 2005). No obstante, el desarrollo de
cebadores especificos y técnicas moleculares de reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) junto con secuenciaciones de fragmentos del ADN han contribuido a la

clasificacion e identificacion de los hongos micorrizicos (Goémez-Leyva et al., 2008).

1.5.2. Importancia de las micorrizas.

La actividad microbiana del suelo influye sobre las caracteristicas fisicas,
quimicas y bioldgicas, las cuales determinan la fertilidad de los agroecosistemas
(Guerra Silva, 2008). Los microorganismos benéficos entre los que se destacan los
hongos micorricicos, los microorganismos fijadores de nitrégeno y las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) ejercen un papel fundamental sobre el

crecimiento vegetal y la calidad del suelo (Azcon, 2000).

1.5.3. Tipos de micorrizas.

Existen distintos tipos de micorrizas que se han clasificado, siguiendo criterios
estructurales, funcionales y taxondmicos. De acuerdo a sus estructuras se clasifican en
forma general en: ectomicorrizas y endomicorrizas, en la tabla 3 se resumen los tipos de
micorrizas, sus caracteres distintivos, y las clases de hongos y hospederos que pueden
encontrarse. En cuanto a las estructuras formadas, al tipo de colonizacion y a la cantidad
de especies vegetales y fungicas implicadas, se puede decir que las micorrizas
arbusculares (MA) son las de mayor importancia y las que se encuentran ampliamente

distribuidas (Sieverding, 1991).



Tabla 3. Clasificacion de los hongos micorricicos.
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_ Endomicorrizas
Edom:cmas 0 . . . . 0 . ge e
Ectendomicorrizas Arbutoides Monotropoides Ericoides Orquidioides Arbusculares
Manto hifel Puede 0 no, estar Manto hifal Sin manto
rodeando la presente el manto Manto hifal i b hifal. Forma
raiz. Elhongono | hifal rodeando la Manto hifal presente. Forma Manto hifal II: stﬂ" n haustorio de
penetramds alli | raiz. Formaovillos | presente. Forma haustorio sin ausente, Forma fa;uﬁic;?é: " fina ramificacion
CARACTERES |  de los espacios espirales dentro ovillos espirales ramificacion ovillos espirales s ok u ovillo espiral
intercelulares de las células.de o dentro de las dentro de las dentro de las ko Ee I dentro de las
de la corteza. no, estar presente células. células. Micelio células. s, Micelio células. Forma o
Nunca entra a la el manto hifal casi incoloro. & no vesiculas en, 0
; casi incoloro. :
célula. rodeando [a ra entre |as células.
Ascomycetes
CLASES DE 73 Ascomycetes y 5 o Ascomycetes o
HONGOS Basidiomycetes Basidiomycets Basidiomycetes |  Basidiomycetes Basidiomostd Basidiomycetes | Glomeromycetes
Phycomycetes
Arboles, Arbustos,
‘ : > Cramineas
HOSPEDEROS Arpoles y ; ; ) S6loen ; . Séloen ) d
Arbol lo en Erical lo en Erical : H , Algas,
(Generales) o boles y arbustos | S6lo en Ericales Mondoyea: S6lo en Ericales Orchidaceae erbdceas, Algas
Bryophytasy
Pteridophytas.

Fuente: Brundrett, 2008.

1.5.4. Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA).

Las micorrizas arbusculares constituyen una asociacion simbidtica entre las

raices de la mayoria de las plantas terrestres y hongos del Phylum Glomeromycota
(Smith y Read, 1997). La importancia ecoldgica de las micorrizas arbusculares esta
avalada por su presencia en mas del 95% de las especies vegetales. Entre las plantas que
forman este tipo de asociaciones se encuentran la mayoria de las leguminosas herbaceas
y muchas lefiosas, los cereales, los frutales y la gran mayoria de los cultivos horticolas
(Quilambo, 2003, Ruscitti et al., 2011; Beltrano et al., 2013a; Beltrano et al., 2013D).
En esta asociacion la planta aporta esqueletos carbonados para la nutricion del hongo, y
el hongo contribuye aumentando la absorcion de agua y nutrientes del suelo (Gange et
al., 1999), jugando un papel clave en el reciclaje de nutrientes en el ecosistema (Smith y
Read, 1997). Si bien se han demostrado efectos positivos en la absorcion de nutrientes,
el elemento mas estudiado es el fosforo, para el cual las micorrizas disponen de sistemas
especificos (Yao et al., 2003). Esta simbiosis ha sido muy exitosa a lo largo de la
evolucidn para la supervivencia de las plantas terrestres, y a pesar que se conoce desde
hace mas de un siglo, solo durante las ultimas décadas el hombre ha comenzado a

utilizarla como bioinsumo en las producciones forestales, horticolas y fruticolas, donde
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existen evidencias de su impacto sobre el desarrollo competitivo y sostenible de los

sistemas de produccion (Ryan y Graham, 2002).

1.5.5. Ciclo de las micorrizas arbusculares en la planta y en el suelo.

La colonizacion micorricica se inicia cuando germina una espora y la hifa
germinativa alcanza la superficie de la raiz para formar una estructura llamada
apresorio, producto de la ramificacion y engrosamiento de la pared celular de la hifa.
Durante la colonizacidn, el hongo penetra las células de la corteza radical y forma
estructuras llamadas arbusculos (Smith y Read, 1997). Estas estructuras flngicas,
dicotdémicamente ramificadas, incrementan la superficie de contacto entre la planta y el
hongo y son las encargadas del intercambio bidireccional de nutrientes y carbono entre
el hongo y la planta (Figura 7). Aunque localizado fisicamente dentro de la célula
cortical, el arbusculo permanece separado del citoplasma de la planta por una extension
de membrana plasmatica llamada membrana periarbuscular. Esta envoltura del
arbusculo también resulta en la formacion de un nuevo espacio apoplastico entre la
membrana periarbuscular y el arbusculo llamado espacio periarbuscular (Harrison et al.,
2002). La localizacion espacial y temporal de los arbusculos se produce en respuesta a
la estructura o morfologia de la raiz y a los distintos procesos fisiologicos que alli
ocurren (Bonfante-Fasolo, 1984). Recientemente, se encontrd en cinco especies
diferentes de plantas hospedantes que R. intraradices s6lo forma arblsculos en las
células corticales que estdn inmediatamente adyacentes a la endodermis, la senescencia
de la corteza y la formacion de una exodermis con suberina pueden limitar la
colonizacién en raices maduras. La maduracion de la estructura radical y la pérdida de
continuidad del tejido joven podrian explicar que los arbusculos solo tengan una
existencia de aproximadamente 14 dias (Blee y Anderson, 1998). Algunos hongos
micorricicos también producen vesiculas, estructuras que tienen como funcion el
almacenamiento de sustancias especialmente lipidos (Figura 7). Se forman en los
extremos de las hifas inter o intracelularmente a medida que progresa la colonizacién
(Bécard y Pfeffer, 1993). Algunas vesiculas pueden transformarse en esporas para

asegurar la propagacion del hongo (Nasim, 2010).
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Figura 7. Morfologia de las micorrizas.

Fuente: https://goo.gl/images/TMgCzn

Los hongos micorricicos arbusculares también interactiian directamente con el
suelo produciendo hifas extraradicales que pueden extenderse varios centimetros en el
suelo (Rhodes y Gerdemann, 1975). Las hifas extraradicales pueden tener una superficie
total de varios ordenes de magnitud mayor que las raices, lo cual incrementa la
capacidad de absorcion de agua y nutrientes, especialmente P y otros nutrientes de baja
movilidad en el suelo (Augé, 2001). Las hifas extraradicales juegan un rol importante en
la estabilizacion del suelo a través de la formacion de agregados. A través del micelio
intrarradical el hongo recibe los esqueletos carbonados de la planta hospedadora,
aportandole a ésta los nutrientes inorganicos (Figura 8). Este micelio se desarrolla en un
ambiente que es controlado por la homeostasis de la planta. El micelio extrarradical que
se desarrolla en el suelo, cumple con la funciéon de absorber agua y nutrientes
inorganicos y esta expuesto a las variaciones en las condiciones ambientales del suelo

tales como pH, disponibilidad de nutrientes, humedad, etc. (Marschner y Dell, 1994).
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Figura 8. Ciclo de las micorrizas arbusculares en la planta y en el suelo.

Fuente: https://studylib.es/doc/6661822/micorrizas-arbusculares---estaci%C3%B3n-
fitopatol%C3%B3xica-do-areeiro

1.5.6. Mecanismos de biocontrol por HMA.

Los HMA, constituyen una parte esencial de los agrocosistemas ya que forman
simbiosis mutualistas con la mayoria de las plantas vasculares terrestres, como ya se
menciond. Estos hongos son simbiontes obligados que dependen del aporte de carbono
derivado de la planta hospedante para satisfacer sus requerimientos energéticos

(Alarcon et al., 2003; Troe y Loynachan, 2003).
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Son muchos los efectos beneficiosos de la simbiosis micorricica, entre ellos es
que las plantas colonizadas por HMA presentan un grado significativo de bioproteccion
frente a patogenos (Elsen ef al., 2001). La mayoria de la informacién publicada acerca
de este efecto protector de las asociaciones micorricicas esta limitada a su efecto en
organismos patdgenos de raiz y la proteccion frente a este tipo de patdogenos es
consecuencia de varios mecanismos que probablemente interactian entre ellos, como el
incremento de vigor de la planta, la compensacion de dafio, la competencia directa con
los microorganismos patdgenos por el mismo espacio en la raiz, la produccion de
cambios en el sistema radical y en la micorrizésfera, la activacion de mecanismos de
defensas de la planta o la proteccion frente a estreses abioticos, todos estos efectos
confieren proteccion a la planta de una manera indirecta (Nogales, 2006). A

continuacion, se explican algunos de estos mecanismos.

Mejora del estado nutricional de la planta. Los HMA aportan a la planta
nutrientes minerales y agua, debido a la capacidad de exploracion de las hifas del
hongo, lo que le permite tener acceso a recursos distantes al sistema radical (Bago et al.,
2000). Las hifas extrarradicales de los hongos contribuyen en la absorcion de hasta 80%
del fosforo, 10% del potasio, 25% del zinc, 60% del cobre y 25% del nitrogeno de la
planta (Allen et al., 2003). También influyen directa o indirectamente en la absorcion de
otros iones minerales (Ca, Mg, Fe, Mn) y promueven un mayor crecimiento de las
plantas especialmente en aquellos suelos donde estos nutrientes son escasos (Sarabia

Ochoa et al., 2010).

Compensacion de dafios causados por patégenos. Las micorrizas pueden
conferir tolerancia a patdgenos a través de diferentes mecanismos de accion
(Linderman, 1992), entre los que se encuentran el micoparasitismo, la lisis enzimatica,
la antibiosis, la competencia por espacio o por nutrientes y la induccidon de resistencia

en la planta.

La simbiosis micorricica aumenta la tolerancia al ataque del patdgeno mediante
la conservacion de la funcionalidad de la raiz durante la infeccion. Los hongos
micorricicos podrian compensar la pérdida de biomasa de las raices y la alteracion de
otras funciones durante las infecciones por patdgenos de la raiz (Linderman, 1992,

Cordier et al., 1996), mediante el crecimiento de las hifas del hongo en el suelo, que
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incrementa la superficie de absorcion de las raices, o mediante el mantenimiento de la

actividad celular a través de la formacion de los arbusculos.

También se sugiere que los HMA afectan a los patdgenos, entre ellos los
nematodos, por la produccion de exudados radicales como la glicolina, una fitoalexina
con potencial efecto nematicida y que las plantas podrian mejorar su respuesta debido a
la induccidn de resistencia sistémica, o tolerancia gracias a la mejora de la nutricién o a
cambios morfoldgicos, histopatoldgicos y bioquimicos de las raices (Singh et al., 1990).
En cultivos de importancia ha sido ampliamente documentada la reducciéon en la
reproduccion del nematodo N. aberrans (Jaizme-Vega et al., 1997), en el nimero de
juveniles de la segunda etapa (J2) en el suelo (Shreenivasa et al. 2007; Gémez Leiva et
al. 2008) y en el nimero de huevos (Da Silva Sousa ef al., 2010). Una reduccion en el
numero de agallas se detecto en plantas de tomate inoculadas con Glomus spp. (Gardezi

et al., 1999).

Competencia por los fotoasimilados y por los lugares de infeccion. La
competencia entre patégenos y los HMA por los fotosintatos del hospedador llega
también a tejidos radicales. Cuando el HMA tiene acceso primario a los fotosintatos, la
demanda de carbono puede hacer que se inhiba el crecimiento del patdégeno. Pero ain
no hay suficiente evidencia para confirmar que esta competencia sea uno de los

mecanismos de biocontrol.

Por otra parte, se ha observado una competencia por el mismo espacio de la raiz
en el caso de las micorrizas arbusculares y los patdégenos de raiz (Linderman, 1992). Se
ha demostrado que tanto los hongos patogenos de la raiz (Dehne, 1982) como los
nematodos fitopardsitos (Calvet et al., 1995) colonizan los tejidos radicales igual que

los HMA, pero se desarrollan en distintas células corticales (Jalali y Jalali, 1991).

Produccion de cambios anatémicos o morfologicos en el sistema radical. Los
HMA producen cambios en la estructura del sistema radical, generalmente mediante un
aumento de ramificaciones de éste (Berta et al., 1993), aunque también se ha descrito el
efecto contrario (Forbes ef al, 1996). Los cambios en la morfologia radical podrian
cambiar la dindmica de la infeccidon de algunos patogenos del suelo, asi como el avance

de la enfermedad (Azcon-Aguilar et al., 2002).
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1.6.  Trichoderma spp.

Trichoderma es un género de hongos que se encuentran en los suelos de todas
las zonas climaticas del mundo y son importantes descomponedores de materiales
lefiosos y herbaceos. Es un hongo invasor oportunista, que se caracteriza por su rapido
crecimiento, la capacidad de asimilar una amplia gama de sustratos y la produccion de
una variedad de compuestos antimicrobianos (figura 9). Algunas cepas han sido
utilizadas como agentes de control biologico (BCA) de patdgenos, incluyendo hongos y
nematodos, todo mediado por la produccion de enzimas de degradacion de la pared
celular, como celulasas, quitinasas, glucanasas, entre otras y la produccion de
antibioticos. También, han sido usadas en biorremediacion, por su capacidad de
degradar hidrocarburos, compuestos clorofenolicos, polisacaridos y plaguicidas
xenobidticos utilizados en la agricultura (Verma et al., 2007; Vinale et al., 2008; Hoyos

et al., 2009).

Figura 9. Colonias de 7. harzianum en medio de cultivo.

1.6.1. Efectos positivos de la inoculacion de plantas con Trichoderma.
Segun (Harman et al., 2004; Harman, 2006), se incluyen:
e Control biologico de enfermedades causadas por patégenos de la raiz y algunos
foliares.
e Induccidn de resistencia sistémica en las plantas.
e (Cambios en la composicion de la microflora de la rizosfera.

e Mejora en la absorcion de nutrientes, incluyendo, pero no limitado al nitrégeno.
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e Mejora de la solubilidad de algunos nutrientes del suelo.
e Aumento de la formacion de pelos radiculares.

e Mayor capacidad de enraizamiento.

1.6.2. Taxonomia del género Trichoderma.

Los estudios taxonomicos de este género se inician con Persoon en 1794, quien
describio el género Trichoderma por primera vez, y alin se continia trabajando en esta
descripcion. El género Trichoderma se ubica en la clase Hyphomycetes, orden
Moniliales, familia: Moniliaceae, su fase sexual (estado Teleomorfo) se encuentra
ubicado en la clase Ascomycetes, serie Pyrenomycetes, orden Hypocreales, género
Hypocrea (Druzhinina y Kubicek, 2005; Samuels et al., 2006). Las especies del género
Trichoderma son un grupo de derivados clonales del género Hypocrea que han perdido

la capacidad de completar un ciclo sexual.

Segun Samuels et al. (2006), “Trichoderma spp se clasifica como un hongo
anamorfico. El estado teleomorfo se ha detectado en pocas especies”. En este sentido se
han identificado: Hypocrea lixii Chaverri como el estado teleomorfo de Trichoderma
harzianum Rifai, Hypocrea atroviridis Dodd como el teleomorfo de Trichoderma
atroviride P. karst e Hypocrea virens Kullnig Gradinger como el teleomorfo de
Trichoderma virens (Miller, Giddens y Foster) (Hjeljord y Tronsmo, 1998; Chaverri et
al., 2003; Dodd et al., 2003). Las especies antes mencionadas se utilizan ampliamente

como agentes de control bioldgico (Monte, 2001).

1.6.3. Mecanismos de accion de Trichoderma.

El género Trichoderma posee diferentes modos de accion, entre estos se
encuentran: antibiosis, competencia (por espacio y nutrientes), micoparasitismo,
desactivacion de enzimas de los patdgenos y otros. Asi mismo se informan nuevos
mecanismos con los que Trichoderma ejerce su accidn como antagonista y colonizador
de las raices, estos son: aceleracion del desarrollo del sistema radicular que posibilita la
tolerancia al estrés por parte de la planta, solubilizacion y absorcion de nutrientes
inorganicos, estimulacion del crecimiento vegetal e induccion de resistencia (Hartman,

2001).
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a) Antibiosis.

Los metabolitos con actividad antifungica secretados por Trichoderma spp.,
constituyen un grupo de compuestos volatiles y no volatiles, muy diversos en cuanto a
estructura y funcion. Muchas cepas de Trichoderma spp, producen estos metabolitos
secundarios, algunos de los cuales inhiben otros microorganismos, con los que no se
establece contacto fisico y estas sustancias inhibitorias fueron considerados antibioticos
(Hjeljord y Tronsmo, 1998). “Se identificaron compuestos del tipo de las alquil-pironas
(6-apentil-pirona), isonitrilos (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles
(trichodermina,  atroviridina,  alameticina,  suzucacilina y  trichozianina),
dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (acido heptelidico) y
esteroides (viridina)” (Howell, 2003). Recientemente, Vinale et al. (2006),
caracterizaron un grupo de metabolitos secundarios (azapilona, butenolide, 6-pentil-a-
pirona, 1-hidroxi-3-metil-antraquinona, 1,8-dihidroxi-3- metil-antraquinona,
koninginina, 4cido heptelidico, trichoviridina, 4cido harzidnico, gliotoxina, gliovirina,
viridina, viridiol) obtenidos de interaccion entre Rhizoctonia solani y dos cepas
comerciales (T22 y T39) de T. harzianum. Con relacion al efecto de Trichoderma sobre
nematodos se notificd que las quitinasas y proteasas de Trichoderma spp. son muy
similares a las de los hongos nematofagos que poseen potencial para atacar estos
invertebrados (Morton ef al., 2004). El proceso parasitico y el efecto de las enzimas y
metabolitos de Trichoderma sp. sobre nematodos pueden ocurrir en el suelo, en el

interior de las raices o sobre la superficie de éstas (Morton et al., 2004).

b) Competencia.

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. Se
define como el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un mismo
requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de éste por uno de
los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los demads. Este tipo de
antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del agente de control biologico,
como la plasticidad ecoldgica, velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por
factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros (Samuels,

1996; Hjeljord y Tronsmo, 1998; Pérez, 2004). La competencia por nutrientes como
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nitrogeno, carbohidratos no estructurales (azicares y polisacaridos como almidon,

celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre otros) (Durman et al., 2003).

c) Micoparasitismo.

Este es un proceso complejo en la interaccion antagonista-patégeno, que ocurre
en cuatro etapas (Harman, 2001; Howell, 2003; Woo et al., 2006), i) Crecimiento
quimio trofico, donde Trichoderma sp. puede detectar a distancia a sus posibles
hospedantes, ii) reconocimiento, debido una alta especificidad del antagonista por su
sustrato (Hoyos et al., 2009), iii) adhesiéon y enrollamiento, ocurre por la asociacion de
un azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno
(Chet et al., 1998), y iv) actividad litica, por la produccion de enzimas liticas
extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las
paredes celulares del patogeno y posibilitan la penetracion de las hifas de Trichoderma
spp (Kii¢iik y Kivang, 2004). El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido
citoplasmadtico de las células hospedantes, mostrando sintomas de disgregacion (Nico et
al., 2005). Diferentes interacciones entre hifas estan involucradas en el micoparasitismo,
tales como: enrollamiento, penetracidén, vacuolizacidon, granulacion, coagulacion,
desintegracion y lisis. En el parasitismo a nivel microscopico no todas estas
interacciones son siempre observadas, pues al parecer dependen del aislamiento, de la
especie de Trichoderma spp, del patogeno y de las condiciones del ambiente. (Nico et

al., 2005).

d) Desactivacion de las enzimas de patégenos y estimulacion del crecimiento

vegetal.

La desactivacion de los factores de patogenicidad de Trichoderma contra
hongos, constituye un mecanismo de antagonismo indirecto. Se sabe que 7. harzianum
(T39), secreta una proteasa que degrada las enzimas que utiliza Botrytis. cinerea para
atacar la pared celular de las plantas (Harman, 2001), mientras que 7. viride es capaz de
producir a-glucosidasa para degradar una fitotoxina de Rhizoctonia. solani (Howell,
2003). Se piensa que el potencial enzimatico de Trichoderma para detener el proceso

infeccioso de los patdogenos es mucho mayor, pues este controlador bioldgico secreta
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mas de 70 metabolitos, entre ellos sustancias estimuladoras del crecimiento y desarrollo
de las plantas (Howell, 2003). Entre las enzimas, se considera fundamental la § 1,3
glucanasa, estrechamente relacionada con la degradacion de la pared celular de
patogenos (Sanz et al., 2005). Se evidencio una correlacidon positiva entre la secrecion
de B 1,3 glucanasa y N-acetilhexosaminidasa con la capacidad controladora de ciertos

aislamientos de Trichoderma (Larralde-Corona et al., 2008).

e) Induccion de resistencia.

Estudios recientes a nivel celular y molecular explican la diversidad de vias y
mecanismos de accion de este hongo. Harman et al. (2004), descubrieron que algunas
cepas de Trichoderma pueden activar un mecanismo de defensa en las plantas, conocido
como induccion de resistencia sistémica (IRS, por sus siglas en inglés). Esto supone que
puedan controlar a patdégenos distantes del lugar donde se encuentra fisicamente el
antagonista. Prueba de ello, fue que la colonizacién de las raices de pepino con 7.
asperellum, indujo resistencia a Pseudomonas en el follaje (Shoresh ef al., 2010). Se
registraron también evidencias de este modo de accion frente a nematodos (Shoresh et

al., 2010).
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Figura 10. Efectos benéficos de los microorganismos promotores del crecimiento

vegetal (PGPM) y agentes de control bioldgico (BCA) sobre las plantas (Cano, 2011:
adaptado de Avis et al., 2008).

1.6.4. Especies del género Trichoderma reconocidas como biocontroladores de

nematodos agalladores.

Seglin Sharon et al. (2007) algunas especies como 7. harzianum, T. asperellum,
T. viride y T. atroviride, parasitan a diferentes estadios de nematodos agalladores.
Estudios taxondmicos de aislados de Trichoderma spp., obtenidos en zonas productoras
de tomate de la provincia de Loja (Ecuador), refieren la accién nematodfaga en dos
especies, T. longibrachiatum y T. koningii, sobre las cuales tal efecto no habia sido
comprobado previamente (Solano, 2017). Las especies nematdfagas de Trichoderma
tienen la capacidad de envolver al nematodo con su micelio, producen quitinasas que
degradan la cuticula del nematodo y metabolitos que actuian como nematicidas; por
ejemplo, 7. harzianum parasita juveniles por accion de los metabolitos toxicos que

produce y parasita huevos por accion de las quitinasas (Yang et al., 2012). Ademas, se
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ha demostrado que las especies de este género son capaces de colonizar las raices del

tomate en forma endofita (Sikora et al., 2008).

Teniendo en cuenta lo anteriormente descripto se plantean las siguientes

hipdtesis y objetivos:

1.7.

1.8.

Hipotesis

La inoculaciéon con hongos benéficos mejora el crecimiento de las plantas de
tomate afectadas por el nematodo fitoparasito Nacobbus aberrans.

El uso de bioinoculantes formulados a partir de esos hongos benéficos en el
cultivo de tomate disminuye la poblacién del nematodo fitoparasito Nacobbus
aberrans en laraiz y en el suelo.

Existe un efecto sinérgico entre los diferentes microorganismos benéficos sobre

la reduccion del dafio causado por Nacobbus aberrans en las plantas de tomate.

Objetivo general

Comprobar el efecto de las micorrizas arbusculares, 7. harzianum y su

sinergismo en la reduccion del dafio producido por el nematodo Nacobbus aberrans en

plantas de tomate.

Objetivos particulares.

Evaluar las respuestas, fisiologicas y bioquimicas que produce la inoculacién
con microorganismos benéficos, solos o combinados, en plantas de tomate.
Evaluar mediante pruebas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas la eficiencia
comparativa de los diferentes bioinoculantes, en plantas de tomate infectadas por
Nacobbus aberrans.

Cuantificar la multiplicaciéon de Nacobbus aberrans en plantas de tomate

sometidas a los distintos métodos de biocontrol.
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Materiales y Métodos

2.1. Localizacion
El trabajo experimental se realizo en las instalaciones del Instituto de Fisiologia
Vegetal (INFIVE), Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP). Las plantas

crecieron en condiciones de invernaculo entre los meses de agosto y diciembre 2018.

2.2. Preparacion del indculo micorricico arbuscular

Se utilizé inoculante micorricico producido a partir de cepas de Rhizophagus
intraradices provenientes del banco de Glomeromycota in vitro, (UBA), con probada
capacidad para mitigar los efectos del estrés. La multiplicacion de las mismas se realizo
utilizando como planta trampa trébol blanco (7rifolium repens) y lotus (Lotus tenuis),
que se cultivaron en un sustrato compuesto por perlita-vermiculita-arena (1:1:1 v/v),
previamente tindalizado (100°C una hora por dia, durante tres dias consecutivos). Las
plantas se mantuvieron en camaras de crecimiento (25 +/- 2 °C, fotoperiodo de 16 horas
y 350 umoles. m?2. s de irradiancia). Al cabo de tres meses de la inoculacion, se
dejaron secar las plantas para luego eliminar la parte aérea. Las raices se cortaron en
fragmentos pequenios mezcldndolas en forma homogénea con el sustrato. El indculo
quedo constituido por una mezcla de sustrato, hifas, esporas y fragmentos de raices de
trébol blanco y lotus micorrizadas en un 90%, con una densidad de 60 esporas g de

sustrato seco.

2.3.  Preparacion del inoculo de Trichoderma harzianum

La preparacion del inoculo de 7. harzianum, se llevo a cabo siguiendo el método
de Stocco et al. (2010). Se utilizo la cepa T4, perteneciente al cepario del CIDEFI. Se
cultivo en el medio de cultivo APG (agar papa glucosado) al 2% y se incub6 en una
camara de cria con 12 horas de fotoperiodo (3500 lux con un pico en luz UV, 365 nm) a
20 +/- 2° C durante 7 dias. La suspension de conidios del aislamiento se obtuvo,
inundando la superficie del cultivo con agua destilada estéril, separando los mismos con
una barra estéril de vidrio. Luego se filtro a través de 2 telas de malla tramadas. La
concentracion de propagulos se ajustd a 1 x 10 conidios.ml!, y se adicionaron a la
suspension, 50ul.L! de una solucion al 0,05% (v/v) de polisorbato 20 (Tween20®,
Sigma Aldrich Co. St. Louis, MO, EEUU).
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2.4. Preparacion del inoculo del nematodo

Para la preparacion de indculo del nematodo, se partid previamente del
aislamiento de masas de huevos de hembras de N. aberrans aisladas de raices de plantas
de tomate provenientes de invertaculos de CHLP, esto con el fin de generar una
poblacion pura (monoexénica) del nematodo que no presente individuos de otra especie
u otros patégenos que puedan incidir en el efecto de los tratamientos. Las raices se
conservaron en heladera hasta el dia siguiente donde se realizé la extraccion de huevos,
los mismos que se usaron para inoculacion de las plantas de tomate cultivadas en suelo
estéril y mantenidas en invernaculo bajo irradiancia natural, con temperatura constante a

24 + 2 °C, durante 50 dias.

Para la extraccion de los huevos de las raices infectadas, se aplico la técnica
centrifugacion-flotacion de Coolen (1979), la cual consistié en procezar las raices con
una mezcla de agua e hipoclorito de sodio al 5% en una licuadora por 30 segundos. La
suspension obtenida fue tamizada posteriormente, a través de una malla de 37 um. El
sedimento fue recogido con poca cantidad de agua y transferido a un tubo Falcon de 50
ml con caolin en cantidad suficiente. Esta mezcla se centrifugd durante 5 minutos a
1000 g, se retir6 el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en una solucién de sacarosa
en agua con § ~ 1,16 g.cm-3, y se volvid a centrifugar durante 2 minutos a 1000 g. Se
retird el sobrenadante donde se encontraban los huevos, se enjuagd con agua y se

conservo en heladera hasta la inoculacion de las plantas.

2.5. Condiciones de Cultivo

Semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) de la variedad platense, se
desinfectaron superficialmente con NaClO (10%) durante 5 minutos, se enjuagaron con
agua estéril y se sembraron en speedlings de 43 cm® de capacidad por celda, con una
mezcla tindalizada de perlita: vermiculita: arena (1:1:1 v/v). A la mitad de las celdas se
les incorpord inoculo micorricico (20% del volumen de la celda) de Rhizophagus
intraradices y al resto, indculo inactivado en autoclave, para generar las mismas
condiciones experimentales. Las plantas se regaron periddicamente con solucion
nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnold, 1950).

Cuando las plantas presentaron dos hojas expandidas, 40 dias después de la siembra

(dds), se realiz¢ el trasplante a macetas de 7 Kg conteniendo una mezcla de tierra negra
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y vermiculita (1:1 v/v), mads agregado de cama de pollo (10% v/v) previamente
tindalizada. Las plantas se regaron diariamente manteniéndolas a capacidad de campo.

La inoculacién con T. harzianum, se realizd 24 horas antes del momento del
trasplante en los tratamientos correspondientes, utilizando 30 ml de una suspension
concentrada de 3,9 x 10° conidios ml ™.

La inoculacion del nematodo se realizo tres dias después del trasplante (ddt) con
7500 huevos de N. aberrans por maceta. Previo a la inoculacion, para determinar la
cantidad de huevos/planta, se realizd el conteo usando una camara de conteo modelo
Sedgewick Rafter. Para ello se tomaron tres muestras del resultado del aislamiento, cada

una de 0,2 ml.

2.6. Tratamientos

Para el estudio del sinergismo entre HMA y T. harzianum se establecieron los

siguientes tratamientos en el bioensayo:

Tabla 4. Tratamientos realizados en el ensayo, con plantas de tomate.

Tratamiento N. aberrans T. harzianum (T) | R. intraradices (M)
T1 % - -
T2 - - n
T3 - + -
T4 - + +
TS + - -
T6 + - +
T7 + + -
T8 + + +
* El signo “-“ indica ausencia del microorganismo mencionado en el encabezado de las columnas en el

tratamiento mencionado en el encabezado de las fias, mientras que el signo “+” indica su presencia.
2

2.7. Variables medidas

Para la determinacion de los pardmetros referidos en los objetivos especificos, se

emplearon las siguientes metodologias que se describen a continuacion:
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2.8. Evaluacion de variables morfologicas y fisiologicas

2.8.1. Altura.

Se midieron las plantas desde la base hasta el 4pice usando una cinta métrica. Se
realizaron 5 tomas de datos a partir de los 20 ddt, con intervalos de 15 dias hasta cuando

las plantas cumplieron los 120 ddt.

2.8.2. lindice de verdor.

Para determinar esta variable se us6 un medidor SPAD-502 Minolta (Figura 11).
Las mediciones se realizaron en la tltima hoja completamente expandida, ya que ha
sido descripto como el mejor lugar para realizar las medidas del contenido de clorofila
(Hoel y Solhaug, 1998), realizandose tres mediciones por hoja, sobre la cara adaxial y 5
mediciones a lo largo del ensayo, a partir de los 20 ddt y a intervalos de 15 dias. El
procedimiento consiste en estimar el contenido relativo de clorofila total (a + b)
presente en la hoja (unidades SPAD relativas de Minolta) (Figura 11), mediante la
medicion de la absorcion 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. Los datos
utilizados para este estudio corresponden a la media de cada grupo de tres medidas,

obtenida mediante la funcion “average” del equipo.

Figura 11. SPAD -502 Minolta.
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2.8.3. Conductancia estomatica.

Se determin6d mediante el empleo de un Porometro Decagon SC-1 (Figura 12).
Se tuvo en cuenta que los estomas son sensibles a la luz, humedad relativa, didxido de
carbono, estrés hidrico, estrés por patdgenos y contaminantes, caracteristicas que se
tuvieron en cuenta al momento de la medicion. Las mediciones se realizaron sobre hojas
limpias, secas, intactas, verdes, sin signos de dafios o enfermedades, sobre la superficie

inferior o abaxial de la ultima hoja totalmente expandida.

Figura 12. Porémetro Decagon SC-1.

2.8.4. Fotosintesis neta, transpiracion.

Estas variables se determinaron utilizando un analizador de gases infrarrojos
portatil IRGA (modelo CIRAS-2®, PP Systems, Amesbury, MA, EEUU) (Figura 13).

Las mediciones se realizaron a 25 °C con una concentracion de CO; externo de 360

-1

ppm y 1000 umol m™ s de irradiancia.

Figura 13. Analizador de gases infrarrojos portatil (IRGA).
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A partir de las variables descriptas se calculd la eficiencia en el uso de agua
(WUE) es una medida de la efectividad de los estomas en maximizar la fotosintesis
reduciendo la pérdida de agua por transpiracion, para ello se empled la siguiente

formula:

WUE=A/T
Donde:

A = Fotosintesis neta (umol CO2 m-? s-')
T = Transpiracion (mmol H,0O m-? s-')

Datos obtenidos a partir de las mediciones realizadas con el IRGA.

2.8.5. Conductividad relativa de membranas celulares.

Se determind a partir de 4 discos de hoja y 200 mg de raiz, segiin el método de
Lutts et al. (1996), con el objeto de determinar la estabilidad o el dafio producido a las
membranas celulares como respuesta a los distintos tratamientos. Inmediatamente
después del muestreo, los tejidos se lavaron tres veces con agua destilada 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 sumergié en un
tubo con 10 ml de agua destilada donde permanecieron durante cuatro horas a
temperatura ambiente. Seguido a esto, se determiné la conductividad eléctrica (dS m™)
empleando un conductimetro Jenco modelo 3173. Luego, los tubos se taparon y se
autoclavaron a 120 °C durante 20 minutos, con el objetivo de afectar totalmente la
integridad de las membranas celulares. Finalmente, los tubos se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se volvio a medir la conductividad eléctrica del medio. En base
a los datos obtenidos, se estimé la conductividad relativa de las membranas celulares,
que indica la liberacion de electrolitos a través de las mismas, a partir de la siguiente

formula:

CR (%) = (L1 /L2) x 100

Donde, L1 y L2 son las lecturas de conductividad eléctrica antes y después del
autoclavado respectivamente.
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2.9. Evaluacion de variables bioquimicas

2.9.1. Clorofila y carotenoides.

El contenido de clorofila y carotenoides se determiné a partir de un disco de hoja
de 1 cm de didmetro (Wellburn, 1994). Se utiliz6 N, N-Dimetilformamida como
solvente de extraccion, determinando la absorbancia de la solucion a las longitudes de
onda 647, 664 y 480 nm, en un espectrofotdometro Shimadzu UV 160 A. El calculo del
contenido de pigmentos se realiz6 de acuerdo a Wellburn (1994) con las siguientes

ecuaciones:

- Clorofila a (ug cm™) =12 x Ab663.8 —3.11xAb646.8

- Clorofila b (ug cm™) = 20.78 x Ab646, — 4.88xAb663.8

- Ctotal a+b (ug cm™) = 17.67 x Ab646.8 + 7.12x Ab 663.8

- Carotenoides (ng cm?) = (1000 x Ab480 — 1.12 Ca — 34.07 Cb) / 245

2.9.2. Determinacion de prolina.

Se determin6 el aminoécido prolina segun el método de Bates er al. (1973) Se
homogenizaron 100 mg de material fresco de hoja y de raiz con 2 ml de una solucién al
3% de acido sulfosalicilico. EI homogeneizado se centrifug6 a 12000 g por 15 minutos.
Se tomo6 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 bafio maria a 100 °C
durante una hora. Al cabo de ese lapso, la reaccion se interrumpi6 enfriando los tubos
rapidamente. A la mezcla reaccionante anterior se le agregaron 2 ml de tolueno y se la
agito durante 15 a 20 segundos en vortex. Se dejaron separar las fases y se tomo la fase
acuosa conteniendo el cromoéforo tolueno-prolina para realizar la lectura de la
absorbancia a 520 nm usando tolueno como blanco. Se calcul6 el contenido de prolina

por unidad de peso fresco segun la siguiente formula:

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

2.9.3. Determinacion de malondialdehido (MDA).

La cantidad de MDA en tejidos frescos, se determind por la reaccion con el
acido thiobarbitarico (TBA) descripta por Heath y Packer (1968). Se homogeneizaron
200 mg de tejido fresco con 5 ml de TBA al 0,5% en 20% de acido tricloroacético
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(TCA). La mezcla se calentd a 95 °C durante 30 minutos y luego se enfrié rapidamente
en un bano frio. Se centrifugd a 10000 g por 10 minutos, el sobrenadante se separ6 y se
ley6 la absorbancia a 532 y 600 nm en un espectrofotdometro Shimadzu UV 160 UV/V.
La concentracion de MDA se calculd usando un coeficiente de extincion molar de 155

mM!' cm'seglin la siguiente formula:

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

2.9.4. Contenido de proteinas solubles.

El contenido de proteinas solubles se determind segun Bradford (1976) a partir
de 200 mg de la ultima hoja expandida e 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 20 pl del sobrenadante y se le agregd 1 ml del reactivo Bradford (Azul
Brillante de Coomassie G-250 0,021% (p/v) etanol 4,7% (p/v) y acido fosforico 8,5%
(p/v)) se agitd en vortex y se leyd la absorbancia a 595 nm. El céalculo de la
concentracion de proteinas se efectu6 empleando una curva patréon preparada con

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

2.10. Evaluacion de la presencia de los hongos benéficos inoculados

2.10.1. Porcentaje de micorrizacion en base a la tincion con azul de Tripan.

La tincion de las estructuras fungicas con azul de Tripan permite determinar la
presencia de los HMA dentro y fuera de las raices, y cuantificar el porcentaje de
micorrizacion de las raices. Se seleccionaron en forma aleatoria fracciones de raices no
lignificadas y se procedi6 a clarificar y tefiir segun la técnica de Phillips y Hayman
(1970). Las raices se aclararon con KOH al 10% (p/v) (10 minutos, a 100 °C). Luego se
lavaron tres veces con agua y se aplico una solucion de HCI 0,IN (5 minutos a
temperatura ambiente). Finalmente se tifieron con azul de Tripan (5 minutos, a 95 °C).
El colorante tifie de color azul las estructuras del hongo que contienen quitina, principal

componente de las paredes celulares de los hongos. Luego las raices se conservaron en
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una solucion de lacto-fenol hasta el momento de su observacion. Fragmentos de raices
tefiidas, de aproximadamente lcm de longitud, se montaron en portaobjeto afiadiendo
gotas de acido lactico y se cubrieron con un cubreobjeto para luego ser observadas al
microscopio Optico. Se realizaron tres repeticiones de cada tratamiento, cada una de 10
fragmentos de raiz. De cada muestra se observd la presencia de campos negativos (sin
presencia de estructuras fingicas) y positivos (con presencia de estructuras fungicas).
En los campos positivos se tuvo en cuenta el tipo de estructuras (arbusculos, vesiculas,
hifas) presentes dentro de la raiz. El porcentaje de raices colonizadas (M%) se obtuvo
utilizando el método de la cuadricula de Giovanetti y Mosse (1980). Se calculd en base

a la siguiente férmula:

Nro de Segmentos infectados

M% = x 100

Nro de Segmentos Totales

2.10.2. Tincion histoquimica para determinar la actividad de la enzima succinato
deshidrogenasa (SDH) en las estructuras de los hongos micorricicos

arbusculares.

La aplicacion de la tincion vital NBT-succinato, segun el método de Schaffer y
Peterson (1993), permitié distinguir mediante el empleo de un microscopio Optico, la
presencia de sitios viables en el hongo. Se cortaron las raices en fragmentos de 1 cm de
longitud y se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad en la siguiente solucion:
0,05 M Tris buffer (pH 7.4), 0,5 mM MgCl,, 1 mg ml™! Nitro Blue Tetrazolium y 0,25
M succinato de sodio, durante 16 horas. Transcurrido dicho tiempo se elimind la
solucion de incubacion y se clarificaron las raices colocandolas en una solucion acuosa
de hidrato de cloral al 75% (p/v) calentando a bafio Maria durante 10 a 15 minutos.
Luego se elimind el hidrato de cloral y se cubrieron las raices con solucidon de fucsina-
acida 0,01% calentando a BM a 90 °C durante 8 a 10 minutos. Una vez terminado el
procedimiento de tincidn, se procedid a montar los fragmentos de las raices en el
portaobjeto y se observaron con microscopio Optico. Las zonas viables se observaron de

color azul-violaceo y las zonas no viables de color rosa.
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2.10.3. Presencia de 7. harzianum en el suelo.

Se evaluaron las unidades formadoras de colonia de 7. harzianum por gramo de
suelo de la rizosfera de las plantas, mediante la técnica del suelo diluido en placa, con el
medio selectivo para Trichoderma (TSM) (Ménaco y Rollan, 1999). Para ello, se
tomaron muestras de suelo de cada uno de los tratamientos, se dejaron secar a
temperatura ambiente y se realizd el recuento de colonias del antagonista mediante la
técnica del suelo diluido con el medio selectivo para Trichoderma (TSM) propuesta por
Elad et al., (1981). Esta técnica consistid en agitar durante 20 minutos una suspension
de 5 g de suelo en 50 ml de agua destilada estéril (dilucion 1:10). Para cada muestra se
realizaron dos diluciones seriadas. Para ello se tom6 una alicuota de Iml de la
suspension inicial que se verti6 en 9 ml de agua destilada estéril, logrando una dilucion
1:100. Luego, de esta ultima dilucion se realizé una nueva logrando una dilucién de
1:1000. Finalmente, se colocé 1 ml de cada una de las diluciones en una caja de Petri
con 1ml de la solucidon fungistitica con PCNB (pentacloronitrobenceno, 250 mg por
litro) y posteriormente, se agregd el medio de cultivo (TSM) fundido y enfriado a 50 °C.
Se realizaron 3 repeticiones por cada una de las diluciones. Las cajas fueron incubadas
en estufa a 26 °C, durante 5 dias. Para la evaluacion se cuantificaron las colonias de T.

harzianum que crecieron de manera aislada.

2.11. [Evaluacion de la multiplicacion de Nacobbus aberrans
2.11.1. Nimero de huevos totales y nimero de huevos por gramo de raiz.

Se realizd6 una extraccion de los mismos siguiendo los pasos descriptos

previamente para la extraccion del indculo (Coolen, 1979).
2.11.2. Factor de reproduccion del nematodo.
Se calcul6 en base a la siguiente formula:

Fr =Pf.Pi !
Donde:
Fr: Factor de reproduccion
Pf: Poblacion final

Pi: Poblacion inicial inoculada
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La poblacion final (Pf) del nematodo se calculd por la suma del numero de
huevos extraidos de la raiz y el nimero aproximado de vermiformes en el suelo. Para
obtener la cantidad de vermiformes, se partio de analizar 100 gramos de suelo al

volumen total de la maceta, para ello usamos el método de embudo de Baermann.

2.12. Diseiio Experimental

El ensayo se realizd siguiendo un disefio experimental completamente
aleatorizado.

Los tratamientos se realizaron segun un arreglo factorial, con tres factores y 2
niveles cada uno, siendo los factores: infestaciéon con nematodo, inoculacién con HMA
e inoculaciébn con Trichoderma harzianum vy 5 repeticiones por tratamiento,
constituyendo cada planta una repeticion. Los datos se analizaron por ANOVA vy las
medias se compararon usando LSD (p<0,05) mediante el programa SISVAR. Para el
analisis estadistico de variables cuyos resultados estaban expresados en porcentaje.
Estos fueron transformados previamente por la funcion arcoseno, a fin de darles una

distribucioén normal.
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Resultados
3.1. Evaluacion de Variables Morfoldgicas y Fisiologicas
3.1.1. Efecto de los tratamientos en la altura de la planta.

La variable altura para los diferentes tratamientos se registro a los 20, 35, 50 y
65 dias después del trasplante (ddt). En la figura 14, se presentan los resultados sin la
presencia del nematodo (ONA), donde se observd, que a los 20 ddt entre los
tratamientos Testigo y 7. harzianum (T) no existieron diferencias significativas. La
altura oscilo en rangos de altura entre 45,40 cm (Testigo) y 45,60 cm (7. harzianum),
mientras que entre los tratamientos inoculado con los dos hongos (M+T) y el
tratamiento micorrizado con R. intraradices (M) se evidenciaron diferencias
significativas respecto a los tratamientos descritos anteriormente, siendo los valores de
altura de 53,60 cm y 50,60 cm respectivamente. La madxima altura se registro en el
tratamiento M+T. Los resultados obtenidos a los 35 ddt tienen un comportamiento
similar a los obtenidos a los 20 ddt, siendo el tratamiento M el que present6d el mejor
comportamiento con 84,60 cm y el tratamiento T mostr6 la menor altura (69,40 cm). A
los 50 ddt, los tratamientos no presentaron diferencias significativas. A los 65 ddt no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos, pero se nota una tendencia
favorable en los tratamientos T y T + M con valores de 141,40 cm y 142,40 cm
respectivamente. De acuerdo al andlisis de varianza no se encontré diferencias

significativas entre interacciones de tratamientos.

160,00
140,00 |
120,00 }
100,00 | B B
80,00 [ A

60,00 F A B A
40,00 |
20,00 |
0,00

A AAA
AAAA

Altura (cm)

20 DDT 35DDT 50 DDT 65 DDT
Tratamientos

| Testigo M T M+T |

Figura 14. Altura de plantas de S. lycopersicum cultivadas bajo distintos tratamientos:
25 ddt, 35 ddt, 50 ddt y 65 dias después del trasplante (ddt) en ausencia de N. aberrans
(ONA). Medias seguidas por distintas letras dentro de cada estadio indican diferencias

significativas, (LSD p<0.05).
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En la figura 15, se presentan los resultados de la variable altura con presencia
de nematodo N. aberrans (NA), en los distintos tratamientos. Se observa que a los 20 y
35 ddt no existieron diferencias significativas entre los tratamientos. A los 50 ddt los
tratamientos mostraron diferencias significativas, donde, el tratamiento M y Testigo
revelaron valores altos (115,80 cm, 115,60 cm, respectivamente), a diferencia del resto
de los tratamientos que mostraron valores significativamente mas bajos. Finalmente, a
los 65 ddt se observa una respuesta similar a la fecha anterior, con la diferencia que la
combinacion micorrizas + 7. harzianum aumenta levemente la altura respecto al
tratamiento que solo posee 7. harzianum, aunque no difiere significativamente de
ningin de los otros tratamientos. De acuerdo al andlisis de varianza no se encontrd

diferencias significativas entre interacciones de tratamientos.
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20 DDT 35DDT 50 DDT 65 DDT

Tratamientos

Testigo M T M+T

Figura 15. Altura de plantas de S. lycopersicum cultivadas bajo distintos tratamientos,
25 ddt, 35 ddt, 50 ddt y 65 dias después del trasplante (ddt) en presencia de N aberrans.
Medias seguidas por distintas letras dentro de cada estadio indican diferencias

significativas (LSD p<0.05).

3.1.2. indice de verdor.

La lectura del SPAD se realiz6 a partir de los 20 ddt hasta los 80 ddt con
intervalos de 15 dias. En ausencia de nematodo (ONA), el tratamiento de menor indice

de verdor se registrd a los 20 ddt en el tratamiento con 7. harzianum (T), seguido del
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tratamiento micorrizado (M), el testigo, la combinacién de los hongos (M+T) obtuvo el
mejor indice de verdor (figura 16), si bien no se presentaron diferencias significativas
entre los mismos. Al momento de la segunda lectura (35 ddt) se observo que el
tratamiento T tendi6 a aumentar con respecto a tratamiento micorrizado aunque mostro
valores por debajo del testigo y M+T que presentaron un indice de verdor de 52,24 y
53,04 respectivamente. A los 50 ddt, se observaron diferencias significativas, en donde
el tratamiento con hongos micorricicos presentd el valor mas alto, con un indice de
verdor de 53,84, seguido por el tratamiento donde se combinaron los dos hongos
benéficos. Esta tendencia se mantuvo en las mediciones sucesivas, donde los
tratamientos M, M+T y T obtuvieron un elevado indice de verdor con tendencia a una
disminucioén a los 80 ddt, pero quedando por encima del testigo, en el cual se registré el

menor indice de verdor.
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Figura 16. Indice de verdor medido con SPAD sobre plantas S. lycopersicum cultivadas
bajo distintos tratamientos: 25 ddt, 35 ddt, 50 ddt, 65ddt y 80 dias después del trasplante
(ddt) en ausencia de N. aberrans (ONA). Medias seguidas por distintas letras dentro de

cada estadio indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En la figura 17, se muestran los resultados de indice de verdor en presencia de N.
aberrans (NA). A los 20 ddt, no se observaron diferencia significativas. Los
tratamientos M+T (50,36) y Mico (50,28) mostraron valores mas altos con respecto a

los otros tratamientos. En la segunda lectura (35ddt) de igual manera no se presentaron
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diferencias significativas entre los tratamientos. A los 50 ddt se registraron diferencias
significativas: el tratamiento M+T, arrojé un valor de 53,56, seguido de T con 52,86, M
con 50,38 y por ultimo el testigo con 47,36. A los 65 ddt no se observaron diferencias
significativas. En la ultima determinacion se observo una disminucion en todos los

tratamientos, si bien no hubo diferencias significativas entre ellos.
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Figura 17. Indice de verdor medido con SPAD sobre plantas S. lycopersicum cultivadas
bajo distintos tratamientos: 25, 35, 50, 65 y 80 dias después del trasplante (ddt) en
presencia de N. aberrans (NA). Medias seguidas por distintas letras dentro de cada

estadio indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

3.1.3. Determinacion de Conductancia estomatica.

La conductancia estomatica (figura 18) disminuyd en los tratamientos infestados
con el nematodo. Las plantas micorrizadas e inoculadas con 7. harzianum presentaron
valores superiores con respecto al testigo en presencia del nematodo. El tratamiento de
mayor valor promedio fue T en ausencia de N. aberrans (ONA) con 80,60 y el de menor
valor promedio fue el tratamiento testigo en presencia de N. aberrans (NA).
Estadisticamente, las interacciones nematodo/7. harzianum y nematodo/micorrizacion
presentaron diferencias significativas (P < 0,05) en el analisis de varianza (tabla 5)

respecto a los otros factores.
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Tabla 5. Analisis de varianza para conductividad estomatica - Suma de Cuadrados Tipo
ML

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 2757.300833 2757.300833 32.286 0.0000
TRICHODERMA 1 1920.270000 1920.270000 22.485 0.0000
MICORRIZACION 1 9.363333 9.363333 0.110 0.7423
NEMATODO* TRICHODERMA 1 1766.613333 1766.613333 20.686 0.0000
NEMATODO*MICORRIZACION 1 1113.613333 1113.613333 13.040 0.0008
TRICHODERMA* MICO 1 340.267500 340.267500 3.984 0.0528
NEMATODO* TRICHO*MICO 1 0.300833 0.300833 0.004 0.9530
error 40 3416.050000 85.401250
Total corregido 47 11323.779167
Ccv (%) = 17.40
Média general: 53.1041667 Numero de observaciones: 48
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Figura 18. Conductancia estomatica sobre hojas de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.), con distintos tratamientos de suelo, en ausencia (ONA) y presencia

(NA) de N. aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 6. Interaccion doble: nematodo / 7. harzianum para conductancia estomatica.

Sin T harzianum Con T. harzianum
Sin nematodo 48.29 Ab 73,07 Aa
Con nematodo 45.42 Aa 45.7 Ba

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minasculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En lo que se refiere al efecto de la interaccion de factor nematodo con el factor

T. harzianum, (Tabla 6), presentd diferencias significativas en los tratamientos
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inoculados con el hongo, donde el mayor valor fue en la interaccién con tratamientos
sin infestacion de N. aberrans con un 73,07 de conductancia estomatica teniendo un
aumento del 59, 89% respecto a la interacciéon con el nematodo. De igual modo, se
encontraron diferencias significativas en el caso del efecto de 7. harzianum con el factor
nematodo. El mayor valor se present6 en la interaccion de 7. harzianum y ausencia de
N. aberrans la cual se diferencia en un 51,31% frente a los tratamientos sin presencia de

T. harzianum.

Tabla 7. Interaccion doble significativa: nematodo/micorrizacion para conductividad
estomatica.

No micorrizado Micorrizado
Sin nematodo 65.94 Aa 55.42 Ab
Con nematodo 41.15Bb 499 Aa

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minusculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

El efecto del factor nematodo con la interaccion micorrizacion (tabla 7),
present6 diferencias significativas en los tratamientos no micorrizados, siendo el valor
mas alto en ausencia de nematodo (65,94), y aumentando un 18,98% de conductancia
estomatica respecto a los tratamientos en presencia de la plaga. De igual manera en el
efecto del factor micorrizacion el valor mas alto se presentd en la interaccion con
tratamientos sin nematodo/no micorrizados, que presentd un valor de conductancia
estomatica de 65,94 y siendo un 18,98 % mayor con respecto a la interaccion con
tratamientos micorrizados. Sin embargo el efecto de micorrizacién produjo diferencias
significativas con la interaccion en tratamientos con presencia de nematodo, siendo el
mayor valor en tratamientos micorrizados de 49,9 mmoles.m™?.s' de conductancia

estomatica diferenciandose en un 21,26% frente a los tratamientos no micorrizados.

3.1.4. Fotosintesis neta, transpiracion.

La figura 19, muestra los resultados del intercambio neto de carbono o
fotosintesis neta, donde se aprecid que los mayores valores correspondieron a los
tratamientos en ausencia de nematodo (ONA), a diferencia de los tratamientos en

presencia del mismo (NA). Respecto al andlisis de varianza (tabla 8), se observaron
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diferencias significativas en la de doble interaccion nematodo/micorrizacion y 7.

harzianum /micorrizacion.
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Figura 19. Fotosintesis neta, medida en hojas de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.), con distintos tratamientos de suelo, en ausencia (ONA) y presencia
(NA) de N. aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 8. Analisis de varianza para fotosintesis neta- Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 20.150208 20.150208 7.408 0.0096
TRICHODERMA 1 3.050208 3.050208 1.121 0.2960
MICORRIZACION 1 8.416875 8.416875 3.094 0.0862
NEMATODO* TRICHODERMA 1 0.460208 0.460208 0.169 0.6830
NEMATODO*MICORRIZACION 1 11.900208 11.900208 4.375 0.0429
TRICHODERMA*MICO 1 106.505208 106.505208 39.154 0.0000
NEMATODO*TRICHO*MICO 1 1.110208 1.110208 0.408 0.5266
error 40 108.806667 2.720167

Total corrigido 47 260.399792

CvV (%) = 15.82

Média general: 10.4229167 NUimero de observaciones: 48

Tabla 9. Interaccidon doble significativa: nematodo/micorrizacion para fotosintesis neta.

No micorrizado Micorrizado
Sin nematodo 11.15 Aa 10.99 Aa
Con nematodo 8.85 Bb 10.69 Aa

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minasculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).
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En la interaccion doble nematodo/micorrizacion (tabla 9), se observaron
diferencias significativas para los tratamientos no micorrizados. La fotosintesis neta fue
significativamente menor en los tratamientos con nematodos sin micorrizas. Analizando
la interaccion 7. harzianum /micorrizacion (tabla 10) se observo que el tratamiento con
T. harzianum y micorrizacion inoculados en forma individual, mostraron diferencias
significativas con respecto a los tratamientos con doble inoculaciéon o los que no

presentaron hongos.

Tabla 10. Interaccion doble significativa: T. harzianum /micorrizacion para fotosintesis.

No micorrizado Micorrizado
Sin T harzianum 8.76 Bb 12.5 Aa
Con T. harzianum 11.24 Aa 9.1 Bb

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minusculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

La interaccion entre ambos hongos no mostrd sinergismo en la variable
fotosintesis. El efecto de 7. harzianum aumentd la fotosintesis en un 22,06 % en
tratamientos no micorrizados y fue mayor con un 27,2% en tratamientos micorrizados.
Sin embargo en tratamientos sin indculo de 7. harzianum, los niveles de fotosintesis
fueron mayores (10,08%) cuando la micorriza actud sola. Por consiguiente, se demostro

que la fotosintesis aument6 cuando cada microorganismo actud solo.

Los resultados de la variable transpiracion se muestran en la figura 20. E1 menor
valor se encontro en el testigo (2,03 y 2,08, con y sin nematodo respectivamente) que
fue superados por todos los tratamientos. Los mayores valores se observaron en los
tratamientos con 7. harzianum (2,48 y 2,70), tanto en ausencia y presencia de N.
aberrans. El andlisis de varianza (tabla 11) sefiala que la interaccion triple entre
nematodo, micorrizacion y 7. harzianum se diferencia estadisticamente frente a los

demas factores.
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Figura 20. Transpiracion medida con el IRGA sobre hojas de plantas de tomate
(Solanum Iycopersicum L.), con distintos tratamientos de suelo, en ausencia (ONA) y

presencia (NA) de N. aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 11. Anélisis de varianza para transpiracion- Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SQ QoM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 0.233802 0.233802 4.449 0.0412
TRICHODERMA 1 0.921302 0.921302 17.531 0.0002
MICORRIZACION 1 0.056719 0.056719 1.079 0.3051
NEMATODO* TRICHODERMA 1 0.096302 0.096302 1.833 0.1834
NEMATODO*MICORRIZACION 1 0.000052 0.000052 0.001 0.9750
TRICHODERMA*MICO 1 1.316719 1.316719 25.056 0.0000
NEMATODO*TRICHO*MICO 1 0.394219 0.394219 7.501 0.0092
error 40 2.102083 0.052552

Total corrigido 47 5.1211098

CV (%) = 9.99

Média general: 2.2947917 Nimero de observaciones: 48

Tabla 12. Interaccion triple significativa: micorrizacion en distintas combinatorias para
transpiracion.

Sin nematodo Con nematodo
Sin 7. Con T. Sin 7. ConT.
harzianum harzianum harzianum harzianum
No micorrizado 2,05B 2,75 A 2,00 A 2,51 A
Micorrizado 2,49 A 2,16 B 2,08 A 23 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

El efecto de la micorrizacion (tabla 12) en la variable transpiracion tuvo mas
efecto en los tratamientos con ausencia de N. aberrans. Esto resultd en diferencias
significativas tanto en presencia de 7. harzianum como en ausencia, siendo la primera
interaccion la de mayor valor (2,75). En presencia de N. aberrans no existieron

diferencias significativas al inocular con 7. harzianum y/o HMA.
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Tabla 13. Interaccion triple significativa: nematodo en distintas combinatorias para
transpiracion.

Sin T. harzianum Con T. harzianum
No Micorrizado | No micorrizado | Micorrizado
micorrizado
Sin nematodo 2,05 A 2,49 A 2,75 A 2,16 A
Con nematodo 2,00 A 2,08 B 2,51 A 23 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En la tabla 13 se observa el efecto del nematodo en la interaccion con los hongos
benéficos, donde se aprecia que existen diferencias significativas solo en el tratamiento
sin T. harzianum y en presencia de micorrizas arbusculares, donde el nivel de

transpiracion es mayor en un 16,46% en tratamientos sin N. aberrans.

Tabla 14. Interaccion triple significativa: 7. harzianum en distintas combinatorias para
transpiracion.

Sin nematodo Con nematodo
No micorrizado | Micorrizado | No micorrizado | Micorrizado
Sin T. harzianum | 2,05 B 2,49 A 2,00 B 2,08 A
Con T. harzianum | 2,75 A 2,16 B 2,51 A 2,30 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Por tultimo, en el efecto de 7. harzianum en la interaccion triple, se obtuvieron
tres situaciones con diferencias significativas, dos en la interaccion sin N. aberrans y
una en la interaccion con N. aberrans. En el primer caso, el tratamiento no micorrizado
y con indculo de 7. harzianum presentd el valor mas alto, con un promedio de 2,75
mmol m? s diferenciandose en un 25,45% con la interaccion de tratamientos sin 7.
harzianum. Al contrario de lo anterior, las diferencias significativas se presentaron en
tratamientos sin inoculacidon con 7. harzianum y micorrizados, con un valor medio de
2,49 mmol m™? s y para terminar, en el segundo caso, se obtuvieron diferencias
significativas en la interaccion con presencia de N. aberrans pero no micorrizados

siendo el mayor valor de transpiracion en presencia de indculo de Trichoderma.

Obtenidos los resultados de fotosintesis neta y transpiracion se calculd la
presente variable expresada en la figura 21, donde se observaron diferencias

significativas entre el tratamiento inoculado con hongos micorricicos e infectado con el
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nematodo (NA) (6.07), con respecto al resto de tratamientos tanto en presencia de
nematodo (NA) como en ausencia (ONA). En este resultado se debe tener en cuenta que
los andlisis estadisticos evaluando las interacciones entre los diferentes factores ya se

realizaron al analizar la fotosintesis neta y la transpiracion en forma independiente.
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Figura 21. Eficiencia de uso de agua (EUA) en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) con distintos tratamientos, en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N.

aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

3.1.5. Conductividad eléctrica relativa.

Esta variable permiti6 determinar el dafio de membranas celulares producido por
el estrés que provoca la presencia de N. aberrans, tanto en hojas como en raices de las
plantas de tomate. En la figura 22 se observa que los dafios en las membranas celulares
de hojas presentaron diferencias significativas entre tratamientos, y que los valores no
superaron el 25%. Los tratamientos sin presencia de nematodos alcanzaron valores
maximos de conductividad del 22,5% mientras que los tratamientos en presencia de
nematodo no superaron el 21,69% (testigo). De cualquier forma, al ser valores bajos, no
se puede considerar que haya un dafio que afecte el funcionamiento de las membranas
celulares de las hojas. El analisis estadistico (tabla 15) muestra que la interaccion triple
nematodo/ 7. harzianum /Micorrizacion se diferencia estadisticamente respecto a los

demas factores.
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Figura 22. Conductividad relativa en hojas de tomate (Solanum Ilycopersicum L.) con
distintos tratamientos de suelo, en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N. aberrans.

Barras en las columnas indica la desviacidn estandar.

Tabla 15. Andlisis de varianza para CR hojas- Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 6.608402 6.608402 0.881 0.3550
TRICHODERMA 1 31.564767 31.564767 4.207 0.0485
MICORRIZAC 1 24.030773 24.030773 3.203 0.0830
NEMATODO* TRICHODERMA 1 2.040649 2.040649 0.272 0.6056
NEMATODO*MICORRIZACION 1 6.021980 6.021980 0.803 0.3770
TRICHODERMA*MICORRIZA 1 12.027529 12.027529 1.603 0.2146
NEMATODO* TRICO*MICOR 1 200.260433 200.260433 26.694 0.0000
erro 32 240.068295 7.502134

Total corrigido 39 522.622828

Ccv (%) = 14.74

Média general: 18.5849276 Numero de observaciones 40

Tabla 16. Interaccion triple significativa: nematodo en distintas combinatorias para CR
hojas.

Sin 7. harzianum Con T. harzianum
No Micorrizado | No micorrizado | Micorrizado
micorrizado
Sin nematodo 17,7 B 22,50 A 21,05 A 14,7 A
Con nematodo 21,69 A 15,98 B 16,98 B 18,04 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas dierentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En el factor nematodo (tabla 16) se encontraron diferencias significativas en la
triple interaccion nematodo/7richoderma/micorriza, En los tratamientos sin 7.
harzianum la conductividad relativa fue significativamente mayor en las plantas con el

nematodo y no micorrizadas. La micorrizacion favorecié la estabilidad de las
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membranas celulares en las plantas que presentaron nematodos comparadas con la que
no estuvieron infestadas. En los tratamientos con 7. harzianum, no se observaron
diferencias significativas con la micorrizacién con y sin presencia de nematodos. La
conductividad de las plantas no micorrizadas sin nematodos fue significativamente

superior a la que presentaron nematodos.

Tabla 17. Interaccion triple significativa: micorrizacion en distintas combinatorias para
CR hojas.

Sin nematodo Con nematodo
Sin Con Sin Con
T. harzianum T. harzianum T. harzianum T. harzianum
No micorrizado 17,70 B 21,05 A 21,69 A 16,98 A
Micorrizado 22,50 A 14,70 B 15,98 B 18,04 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas dierentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Con respecto al efecto del factor micorrizacion en forma similar presentaron
diferencias significativas en la triple interaccion (tabla 17). En el primer caso, dos
diferencias se presentaron en la interaccion con tratamientos sin N. aberrans mas
tratamientos con y sin presencia de 7. harzianum, el valor mas alto se present6 en
tratamientos donde no existio la inoculacion del nematodo y de 7. harzianum la cual se
diferencia en un 4,8% con los tratamiento no micorrizados. La otra diferencia
significativa se presentd en la interaccion con presencia de 7. harzianum, donde el valor
mas alto fue de 21,05% en la interaccion de tratamientos sin indculo de los
microorganismo siendo mayor en un 6,35% mas que en la interaccion con tratamientos
micorrizados que presentaron un valor de 14,7% de dafio de membrana. En segundo
lugar se encontré una diferencia significativa en la interaccion de tratamientos con
presencia de N. aberrans y sin T. harzianum, en ésta interaccion el valor mayor fue en
ausencia de inoculo de micorrizas con el 21,69% de dafio en la membrana, que resultd

superior en un 5,71% a la interaccion con tratamientos micorrizados.
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Tabla 18. Interaccion triple significativa: 7. harzianum en distintas combinatorias para
CR hojas.

Sin nematodo Con nematodo
No Micorrizado No Micorrizado
micorrizado micorrizado
Sin T harzianum 17,70 A 14,70 B 16,98 B 15,98 A
Con T. harzianum | 21,05 A 22,50 A 21,69 A 18,04 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Los tratamientos que mostraron valores de conductividad relativa de hoja

significativamente menores fueron aquellos sin 7. harzianum.

Los resultados obtenidos en raices (figura 23), con valores cercanos al 40%, que
corresponden al tratamiento control, sin inoculacidon de hongos benéficos y en presencia
del nematodo, revelan mayor dafio en la membrana celular, tanto en ausencia como
presencia de N. aberrans, respecto de las hojas. De acuerdo al andlisis estadistico
ANOVA (tabla 19), se encontr6 que los factores nematodo y presencia de 7. harzianum

generan diferencias significativas respecto al resto de tratamientos.
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Figura 23. Conductividad relativa en raices de tomate (Solanum Ilycopersicum L.) con
distintos tratamientos de suelo, en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N. aberrans.

Barras en columnas indica la desviacion estandar.
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Tabla 19. Andlisis de varianza para CR raiz- Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 1240.384854 1240.384854 21.453 0.0001
TRICHODERMA 1 731.011877 731.011877 12.643 0.0012
MICORRIZAC 1 147.608863 147.608863 2.553 0.1199
NEMATODO* TRICHODERMA 1 147.433533 147.433533 2.550 0.1201
NEMATODO*MICORRIZAC 1 58.390116 58.390116 1.010 0.3225
TRICODERMA*MICORRIZA 1 174.699666 174.699666 3.022 0.0918
NEMATODO*TRICHO*MICO 1 183.055245 183.055245 3.166 0.0847
erro 32 1850.156464 57.817390

Total corrigido 39 4532.740618

CvV (%) = 31.89

Média general: 23.8457074 Numero de observaciones 40

Tabla 20. Efecto por nematodo para CR raiz.

Tratamientos Medias
Sin nematodo 18.27 B
Con nematodo 2941 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Tabla 21. Efecto por 7. harzianum para CR raiz.

Tratamientos Medias
Con T. harzianum 19.57 B
Sin T. harzianum 28.12 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

El efecto del nematodo frente al dafio de membrana celular en la raiz se presenta
en la tabla 20. Se evidencid que el mayor nivel de dafio se dio en tratamientos con
presencia de nematodos con un valor de 29,41%, diferencidndose estadisticamente en
un 11,14% frente a los tratamientos donde no existe presencia del nematodo (18,27% de
conductividad relativa). De modo similar sucede en el efecto que tiene la inoculacion
con T. harzianum (tabla 21) que permite observar un valor de conductividad relativa

significativamente menor en los tratamientos que fueron inoculados con 7. harzianum.
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3.2. Evaluacion de Variables Bioquimicas

3.2.1. Contenido de clorofila.

De manera general, en la figura se observa mayor contenido de clorofila en los
tratamientos inoculados con los dos hongos benéficos, en presencia (NA) y ausencia
(ONA) de N. aberrans, superando al testigo. El andlisis de varianza (tabla 22), mostro
diferencias significativas inicamente en los factores 7. harzianum y micorrizas cuando

se presentaron individualmente, con respectos con los demas factores.
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Figura 24. Contenido de clorofila en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) en
distintos tratamientos, en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N. aberrans. Barras en

las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 22. Andlisis de varianza para clorofila - Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 0.381633 0.381633 0.272 0.6046
TRICHODERMA 1 28.244008 28.244008 20.160 0.0001
MICORRIZACION 1 10.323075 10.323075 7.368 0.0097
NEMATODO* TRICHODERMA 1 2.910675 2.910675 2.078 0.1573
NEMATODO*MICORRIZACION 1 0.147408 0.147408 0.105 0.7473
TRICHODERMA*MICO 1 2.861633 2.861633 2.043 0.1607
NEMATODO*TRICHO*MICO 1 0.108300 0.108300 0.077 0.7824
error 40 56.041033 1.401026

Total corregido 47 101.017767

Ccv (%) = 8.93
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Tabla 23. Diferencias significativas en efecto de 7. harzianum para clorofila.

Tratamientos Medias
Sin 7. harzianum 1249 B
Con T. harzianum 14.02 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Tabla 24. Diferencias significativas en efecto de micorrizacion para clorofila.

Tratamientos Medias
No micorrizado 12.79 B
Micorrizado 13.72 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Los resultados del analisis estadistico mostraron que el tratamiento donde se
inocularon HMA y 7. harzianum registraron valores significativamente superiores
comparado con los otros tratamientos, tanto en las plantas infectadas como las no

infectadas con el nematodo (tabla 23 y 24).

3.2.2. Contenido de carotenoides.

Este resultado tuvo una tendencia similar a los valores de la clorofila. En la
figura 25, se representa el contenido de carotenoides presentes en las plantas expuestas a
los diferentes tratamientos, se observa que existen diferencias significativas entre ellos.
Sin embargo los valores de los carotenoides en los tratamientos con presencia (NA) y
ausencia de nematodo (ONA) no difieren entre si. Por otra parte el mayor contenido de
carotenoides se encontrd en los tratamientos M+T (ONA, NA) con 2,13 pg.cm?y 2,31
ug.cm? respectivamente, mostrandose por encima de los tratamientos testigo (ONA,
NA). De acuerdo con el andlisis de varianza (tabla 25) tres factores presentaron
diferencias significativas respectos a los demas: 7. harzianum, micorrizacién y la

interaccion doble de nematodo y 7. harzianum.
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Figura 25. Contenido de carotenoides en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
con distintos tratamientos, en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N. aberrans. Barras

en las columnas indica la desviacion estandar.

Tabla 25. Anélisis de varianza para carotenoides - Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 0.041419 0.041419 2.179 0.1477
TRICHODERMA 1 0.531302 0.531302 27.953 0.0000
MICORRIZACION 1 0.305602 0.305602 16.078 0.0003
NEMATODO* TRICHODERMA 1 0.082502 0.082502 4.341 0.0436
NEMATODO*MICORRIZACION 1 0.009352 0.009352 0.492 0.4871
TRICHODERMA*MICO 1 0.006769 0.006769 0.356 0.5540
NEMATODO* TRICHODERMA 1 0.052669 0.052669 2.771 0.1038
error 40 0.760283 0.019007

Total corregido 47 1.789898

Cv (%) = 6.80

Média general: 2.0264583 NUimero de observaciones: 48

Tabla 26. Diferencias significativas en efecto de 7. harzianum para carotenoides.

Tratamientos Medias
Sin T. harzianum 1.92B
Con T. harzianum 2.13 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Tabla 27. Diferencias significativas en efecto de micorrizacion para carotenoides.

Tratamientos Medias
No micorrizado 1.94 B
Micorrizado 2.10A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).
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Tanto la presencia de 7. harzianum y de HMA, presentaron un aumento en el
contenido de carotenos del 9,8% y del 7,6% respectivamente, dando como resultado
diferencias significativas en ambos casos respecto a los tratamientos sin inoculacion de

los hongos (tabla 26 y 27).

Tabla 28. Interaccion doble significativa: nematodo / T. harzianum para carotinoides.

Sin 7. harzianum Con T. harzianum
Sin nematodo 1,93 Ab 2,06 Ba
Con nematodo 1,90 Ab 2,20 Aa

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minusculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En la interaccion entre el nematodo y 7. harzianum (tabla 28) se encontraron
diferencias significativas en el contenido de carotenoides. Tal es el caso que, el nivel de
esta variable aument6 significativamente en un 6,36% cuando estuvieron presentes N.
aberrans y T. harzianum respecto a la interaccion en ausencia de nematodo y presencia
del hongo. De igual modo, se encontraron diferencias significativas en la interaccion
ausencia de nematodo y presencia o no de 7. harzianum, siendo mayor cuando estuvo
presente el hongo benéfico y ausente el nematodo con una media de 2,06 pg.cm™ de
carotenoides en hojas. Por ultimo, se encontrd similitud en el resultado proveniente de

presencia de N. aberrans y T. harzianum.

3.2.3. Contenido de prolina.

La prolina es un aminoacido que hace referencia a la presencia de estrés en las
plantas. La mayor concentracion de prolina se presentd en las hojas respecto de las
raices (figura 26). En este caso, se observo una mayor acumulacién de prolina en los
tratamientos con presencia del nematodo (NA), respecto a los tratamientos sin
infestacion con N. aberrans, excepto en el tratamiento con 7. harzianum que no mostro
diferencias significativas. El analisis estadistico de ANOVA (tabla 29) mostro tener tres
factores que presentaron diferencias significativas frente a los demas factores en
estudio, ente ellos se encuentran el nematodo, la inoculacion con 7. harzianum y la

interaccion doble nematodo/T. harzianum.
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Figura 26. Contenido de prolina en hojas pertenecientes a plantas de tomate (Solanum

lycopersicum L.) con distintos tratamientos en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N.

aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 29. Andlisis de varianza para prolina hojas - Suma de Cuadrados Tipo III.

NEMATODO

TRICHODERMA
MICORRIZAC

NEMATODO* TRICHODERMA
NEMATODO*MICORRIZAC
TRICHODERMA*MICORRIZA
NEMATODO* TRICHODERMA
erro

.021862
.472153

507216

.057619
.213878
.484418

613062
771263

SQ
250.021862 250
122.472153 122
36.507216 36.
130.057619 130
40.213878 40
3.484418 3
4.613062 4.
376.680409 11.
964.050617

Cv (%) =
Média general:

41.29
8.3083734

Numero de observaciones:

Fc Pr>Fc
21.240 0.0001
10.404 0.0029

3.101 0.0878
11.049 0.0022

3.416 0.0738

0.296 0.5902

0.392 0.5357

40

Tabla 30. Interaccidon doble significativa: nematodo / 7. harzianum para prolina hojas.

Sin 7. harzianum

Con T. harzianum

Sin nematodo

5,75 Ba

5,86 Aa

Con nematodo

14,36 Aa

7,25 Ab

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minusculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En estos resultados se observa que en la interaccion doble, en primera instancia

se encontraron diferencias significativas en el efecto del factor nematodo frente al factor

T. harzianum (tabla 30). Se observd que la prolina fue un 149,73% mayor en

tratamientos con presencia de N. aberrans sin indculo de 7. harzianum (14,36), frente a

tratamientos con ausencia del nematodo y ausencia de 7. harzianum (5,75). En segunda
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instancia algo similar ocurre con el efecto del factor 7. harzianum sobre el factor
nematodo. El nivel de prolina tiende a ser mayor en un 98,06% sin 7. harzianum con
presencia del nematodo (14,36), a diferencia de los tratamientos donde se presento 7.
harzianum (7,25). En ambas instancias de la interaccion se evidencio que la presencia
de N. aberrans aumenta el nivel de prolina, y en esta situacion la inoculacion con 7.

harzianum disminuye el estrés, por los valores observados en el contenido de prolina.

La concentracion de prolina en las raices de las plantas de tomate fue menor que
la concentracion encontrada en las hojas, como se observa en la figura 27, los
tratamientos con presencia de N. aberrans son en general los de mayor concentracion de
prolina. De acuerdo al analisis de varianza (tabla 31) se encontr6é que los factores con
doble interaccion tanto nematodo/ 7. harzianum como nematodo/micorrizacion y T.

harzianum/micorrizacion se diferenciaron estadisticamente frente a los demas factores.
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Figura 27. Contenido de prolina en raices pertenecientes a plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) con distintos tratamientos, e infestacion (ausencia ONA y presencia

NA). Barras en las columnas indican la desviacion estandar.



Tabla 31. Andlisis de varianza para prolina raiz- Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 7.229011 7.229011 5.776 0.0222
TRICHODERMA 1 4.398314 4.398314 3.514 0.0700
MICORRIZAC 1 6.634173 6.634173 5.301 0.0280
NEMATODO* TRICHODERMA 1 10.424879 10.424879 8.329 0.0069
NEMATODO*MICORRIZAC 1 21.139385 21.139385 16.890 0.0003
TRICHODERMA*MICORRIZA 1 9.395123 9.395123 7.507 0.0100
NEMATODO* TRICHO*MICO 1 0.000001 0.000001 0.000 0.9991
error 3 40.050287 1.251571

Total corrigido 39 99.271173

Cv (%) = 23.34

Média geral: 4.7938366 Numero de observaciones: 40

Tabla 32. Interaccion doble significativa: nematodo / 7. harzianum para prolina raiz.

Sin 7. harzianum

Con T. harzianum

Sin nematodo

4,18 Ba

4,54 Aa

Con nematodo

6,06 Aa

4,37 Ab

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minusculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Los resultados de esta variable son similares a los resultados del contenido de
prolina en las hojas. Se evidencia que en la presencia del nematodo en interacciéon con
T. harzianum y micorrizacion los niveles tienden a ser mayores a diferencia que los
tratamientos donde estuvo ausente el nematodo (tabla 32). Es asi que, se encontraron
diferencias significativas del efecto del nematodo en la acumulacion de prolina cuando
no hay presencia de 7. harzianum (6,06) ya que en este caso aumentd en un 44,97%
frente a tratamientos en ausencia de nematodo (4,18). En cuanto al efecto de T.
harzianum frente al nematodo de igual forma la diferencia significativa fue en presencia
del nematodo y ausencia del hongo benéfico (6,06) y el aumento representd en un

38,67% frente a tratamientos inoculados con 7. harzianum (4,37).

Tabla 33. Interaccion doble significativa: nematodo/ micorrizacion para prolina en raiz.

No micorrizado Micorrizado
Sin nematodo 5,50 Aa 3,23 Bb
Con nematodo 4,89 Aa 5,53 Aa

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minusculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).
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En relacién a la interaccion del nematodo y la micorrizacion se encontré que el
mayor efecto del factor nematodo en la concentracion de prolina en la raiz, se da en los
tratamientos inoculados (5,53) que se diferenciaron significativamente con un aumento
del 71,20% frente a los tratamientos sin nematodos (3,23), asi mismo se presentaron
diferencias significativas en la interaccion de la micorrizaciéon sin nematodo, siendo
esta mayor en un 70,27% en tratamientos no micorrizados y sin presencia de nematodo
(tabla 33). En definitiva el contenido de prolina es mayor en los tratamientos donde

existe la infeccion del nematodo y la inoculacion con HMA.

Tabla 34. Interaccion doble significativa: micorrizacion/ 7. harzianum para prolina raiz.

No micorrizado Micorrizado
Sin T. harzianum 6,01 Aa 4,23 Ab
Con T. harzianum 4,38 Ba 4,53 Aa

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minusculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Por ultimo, la interaccidon doble entre ambos hongos benéficos, mostré el efecto
de la T. harzianum en el contenido de prolina en las raices. Se observaron diferencias
significativas en tratamientos no micorrizados, donde el valor mas alto lo obtuvo la
interaccion entre los tratamientos en ausencia de ambos hongos, con un valor de 6,01
umol.gr!’ lo que representa un aumento del 37,21% frente a la interaccion de
tratamientos inoculados con 7. harzianum que present6 4,38 pmol.gr-'. Del mismo modo
resultd en el efecto de la micorrizacion ante la inoculacion con 7. harzianum, siendo su

diferencia significativa en el aumento del contenido de prolina del 42,08%.

3.2.4. Contenido malondialdehido (MDA).

El contenido de MDA en el tejido foliar fue mayor que en la raices y vari entre
7,53 y 11,11 nmoles.g™'. PF tanto en plantas con ausencia de nematodo (ONA) como en
presencia (NA) del mismo (Figura 28). Se observaron diferencias en el contenido de la
variable entre los tratamientos inoculados con los hongos. En general se observé mayor
contenido de MDA en las plantas del tratamiento T (NA), seguido del tratamiento M+T
(ONA). Las plantas del tratamiento T (ONA) presentaron los valores mas bajos de MDA.

El andlisis de varianza (tabla 35) determin6é dos factores que estadisticamente se
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Figura 28. Contenido de MDA en hojas pertenecientes a plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) con distintos tratamientos (ausencia ONA y presencia NA) de N.
aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 35. Analisis de varianza para MDA hojas - Suma de Cuadrados Tipo III.

NEMATODO

TRICHODERMA
MICORRIZAC

NEMATODO* TRICHODERMA
NEMATODO*MICORRIZAC
TRICHODERMA*MICORRIZA
NEMATODO*TRICO*MICO
error

.242355
.521000
.306478
.347556
.815557
.127335
.851360
.375062

=

\®]

oM Fc

0.242355 0.077
1.521000 0.485
2.306478 0.735
3.347556 1.067
9.815557 6.317
3.127335 0.997
0.851360 6.648
3.136721

CV (%) =
Média general:

GL
1 0
1 1
1 2
1 3
1 19
1 3
1 20
32 100
39 151
19.50
9.0819032

Tabla 36. Interaccion triple significativa: nematodo en distintas combinatorias para

MDA hojas.
Sin T. harzianum Con T. harzianum
No micorrizado | Micorrizado | No micorrizado | Micorrizado
Sin nematodo 8,59 A 9,59 A 7,52 B 10,29 A
Con nematodo 8,13 A 9,21 A 11,10 A 8,17 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).
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El efecto del factor nematodo (tabla 36) sobre el contenido de MDA es mayor en

los tratamientos donde interactian la presencia de 7. harzianum y la ausencia de in6culo

de micorrizas, el cual presentd el valor més alto 11,10 nmoles.g™' PF y se diferencia

estadisticamente con los tratamientos sin N. aberrans que presentd 7,52 nmoles.g™' PF.

La diferencia que presentan los valores entre si es del 47,60% de contenido de MDA.

Tabla 37. Interaccion triple significativa: micorrizacion en distintas combinatorias para

MDA hojas.
Sin nematodo Con nematodo
Sin Con Sin Con
T. harzianum | T. harzianum T. harzianum | T. harzianum
No micorrizado 8,59 A 7,52 B 8,13 A 8,17 B
Micorrizado 9,59 A 10,29 A 9,21 A 11,10 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

La presencia de micorrizas presentd diferencias significativas tanto en la

interaccion en ausencia de N. aberrans y presencia de 7. harzianum como; en la

interaccion con presencia de N. aberrans y presencia de 7. harzianum, con valores

10,29 nmoles.g™ PF y 11,10 nmoles.g' PF respectivamente, siendo éstos valores

superiores a tratamientos no micorrizados.

Tabla 38. Interaccion triple significativa: 7. harzianum en distintas combinatorias para

MDA hojas.
Sin nematodo Con nematodo
No Micorrizado No Micorrizado
micorrizado micorrizado
Sin T. harzianum | 7,52 A 9,59 A 8,13 B 9,21 A
Con T. harzianum | 8,59 A 10,29 A 11,1 A 8,17 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Para terminar, el efecto de la inoculacion con 7. harzianum (tabla 38) sobre el

contenido de MDA, se presentaron diferencias significativas y tuvo similitud al efecto

del nematodo y sus interacciones con la inoculacion con HMA, el valor mas alto fue de

11,10 nmoles.g' PF y se diferencia estadisticamente con los tratamientos sin 7.

harzianum (8,13 nmoles.g' PF).
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En la figura 29, se presentan los resultados del contenido de MDA en raices. Se
observé que, los tratamientos con ausencia de N. aberrans incrementaron los niveles de
MDA con respecto a los tratamientos donde estuvo presente el nematodo. Sin embargo,
en el segundo caso resulto que el tratamiento T tuvo mayor contenido de esta variable
con 2,63 nmoles g'PF a diferencia del resto de tratamientos. El andlisis de varianza
(tabla 39) mostr6 como la presencia de MDA presente la raiz aumentd
significativamente por efecto del nematodo, en la doble interaccion (7. harzianum
/micorrizaciéon) y en la triple interaccion (nematodo/ 7. harzianum /micorrizacion),

dando diferencias significativas con respecto al resto de los demas factores evaluados.
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Figura 29. Contenido de MDA en raiz, pertenecientes a plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) con distintos tratamientos, en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N.

aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 39. Andlisis de varianza para MDA raiz - Suma de Cuadrados Tipo III.

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 2.990149 2.990149 12.852 0.0011
TRICHODERMA 1 0.000002 0.000002 0.000 0.9979
MICORRIZAC 1 0.098554 0.098554 0.424 0.5198
NEMATODO* TRICHODERMA 1 0.080855 0.080855 0.348 0.5597
NEMATODO*MICORRIZAC 1 0.529074 0.529074 2.274 0.1414
TRICHODERMA*MICO 1 4.113567 4.113567 17.681 0.0002
NEMATODO*TRICO*MICOR 1 2.535447 2.535447 10.898 0.0024
error 32 7.445120 0.232660

Total corrigido 39 17.792768

cv (%) = 22.78
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Tabla 40. Interaccion triple significativa: nematodo en distintas combinatorias para
MDA raiz.

Sin T. harzianum Con T. harzianum
No micorrizado | Micorrizado No micorrizado | Micorrizado
Sin nematodo 2,30 A 2,56 A 2,34 A 2,34 A
Con nematodo 1,39 B 2,20 A 2,62 A 1,15B

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En referencia al factor nematodo (tabla 40) en las distintas combinaciones, se
observo una triple interaccion entre: sin N. aberrans, sin 1. harzianum y no
micorrizado, en donde, los valores de MDA en las raices fueron con un 62,33%
significativamente mayores que en la interaccion con nematodo, sin 7. harzianum y sin
micorrizas. De igual manera, se encontr6 un aumento del nivel de MDA cuando se
observd la triple interaccion entre: ausencia de N. aberrans, y presencia de T.
harzianum y micorrizas proporcionando una diferencia significativa de 67,4% con
respecto a la interaccidon entre presencia de Nacobbus, T. harzianum y micorrizas en

donde el contenido de MDA mostrd un valor minimo.

Tabla 41. Interaccion triple significativa: micorrizacion en distintas combinatorias para
MDA raiz.

Sin nematodo Con nematodo
Sin Con Sin Con
T. harzianum T. harzianum T. harzianum T. harzianum
No micorrizado 2,30 A 2,34 A 1,39 B 2,62 A
Micorrizado 2,56 A 2,34 A 2,20 A 1,15B

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En el caso del efecto micorrizacion en el contenido de MDA (tabla 41), se
demostr6 que los niveles de MDA en las raices muestran diferencias significativas
siempre y cuando exista la presencia de N. aberrans. Por lo tanto, el nivel de MDA es
mayor cuando existe una triple interaccion en los tratamientos, con presencia N.
aberrans, micorrizas y sin 7. harzianum, con un porcentaje del 52,67% mayor que en la
triple interaccion de tratamientos no micorrizados donde los niveles fueron menores. De
igual forma, existe aumento de MDA cuando se da la interaccion triple entre N.
aberrans, T. harzianum y ausencia de micorrizas con respecto a la interaccion en la que

estan presentes los HMA.



70

Tabla 42. Interaccion triple significativa: 7. harzianum en distintas combinatorias para
MDA raiz.

Sin nematodo Con nematodo
No micorrizado | Micorrizado | No micorrizado | Micorrizado
Sin T. harzianum 2,30 A 2,56 A 1,39B 2,20 A
Con T. harzianum | 2,34 A 2,34 A 2,62 A 1,LI5B

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

En el caso de la presencia de 7. harzianum con sus distintas combinatorias, se
pudo destacar que existi6 un aumento de MDA en la raiz cuando esta presente M.
aberrans. Por consiguiente, cuando se produce una interaccion triple entre nematodo, 7.
harzianum y ausencia de micorrizacion, el nivel de MDA es significativamente mayor
con 67,08% con respecto al presente en la triple interaccion de N. aberrans, en ausencia

de micorrizas y ausencia de 7. harzianum.

3.2.5. Contenido de proteina soluble.

La mayor concentracion de proteina soluble se presentd en las hojas a diferencia
de las raices, como se observa en las figuras 30 y 31. El contenido de proteina es mayor
en los tratamientos infectados con N. aberrans e inoculados con hongos micorricicos y
Trichoderma (NA), que presentaron 15,02 y 13,34 ng/mg respectivamente. En cuanto al
analisis de varianza (tabla 43), se observé Unicamente que la interaccion doble de
Trichoderma x micorrizacion presentd diferencias significativas frente a los demas

factores en estudio.
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Figura 30. Contenido de proteina en hojas pertenecientes a plantas de tomate (Solanum

lycopersicum L.) con distintos tratamientos en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N.

aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 43. Anélisis de varianza para proteina soluble hojas - Suma de Cuadrados Tipo

III.

NEMATODO

TRICHODERMA
MICORRIZACION
NEMATODO* TRICHODERMA
NEMATODO*MICORRIZACION
TRICHODERMA*MICO
NEMATODO* TRICHODERMA
error

cv (%) =

GL SQ QoM

1 174.269408 174.269408
1 23.213008 23.213008

1 15.277633 15.277633

1 0.126075 0.126075
1 1.178133 1.178133
1 33.533633 33.533633
1 1.414533 1.414533
40 58.861500 1.471537
47 307.873925

10.73

11.3062500 Numero de observaciones

Fc Pr>Fc
118.427 0.0000
15.775 0.0003
10.382 0.0025
0.086 0.7713
0.801 0.3763
22.788 0.0000
0.961 0.3328
48

Tabla 44. Interaccion doble significativa: 7. harzianum /micorrizacion para proteina

hojas.
No micorrizado Micorrizado
Sin 7. harzianum 10.60 Ab 134 Ba
Con T. harzianum 10.88 Aa 10.33 Aa

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical y
letras minasculas diferentes en la horizontal. Medias seguidas por distintas letras
indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Por lo que se refiere a los resultados de la interaccion doble, en primera instancia

se encontraron diferencias significativas en el efecto de 7. harzianum frente a la

micorrizacioén (tabla 44). Se observo que el contenido de proteina fue mayor en un
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12,97% en tratamientos sin indculo de 7. harzianum pero si de micorrizas, frente a
tratamientos inoculado por 7. harzianum y micorrizado. Algo similar ocurridé con el
efecto de la micorrizacion sobre los tratamientos inoculados con 7. harzianum, el nivel
de proteina tiende a ser mayor en los tratamientos micorrizados sin 7. harzianum, a

diferencia de los tratamientos no micorrizados.

El mayor contenido de proteina soluble en la raiz se observo en los tratamientos
con N. aberrans (NA) (figura 31). Este contenido vario entre 2,17 a 1,80 pg.mg’
mientras que, en tratamientos donde estaba ausente el nematodo el contenido de
proteina vari6 entre 1,63 a 1,33 pg.mg'. Estadisticamente los factores en presencia del
nematodo y de HMA presentaron diferencias significativas (tabla 45) con los demas

factores en estudio.

16,00 F
14,00 |
12,00 [
10,00 [
8,00 |
6,00 |
4,00 |
2,00 5 _ T I I I
0,00

ug.mgt

ONA NA

Tratamiento

| Testigo M T M+T |

Figura 31. Contenido de proteina en raices pertenecientes a plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) con distintos tratamientos en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N.
aberrans. Barras en las columnas indican la desviacion estandar.

Tabla 45. Andlisis de varianza para proteinas solubles raiz - Suma de Cuadrados Tipo
I1I.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
NEMATODO 1 3.785633 3.785633 80.500 0.0000
TRICHODERMA 1 0.009633 0.009633 0.205 0.6533
MICORRIZACION 1 0.816408 0.816408 17.361 0.0002
NEMATODO* TRICHODERMA 1 0.003675 0.003675 0.078 0.7813
NEMATODO*MICORRIZACION 1 0.043200 0.043200 0.919 0.3436
TRICHODERMA*MICO 1 0.000833 0.000833 0.018 0.8948
NEMATODO* TRICHODERMA 1 0.039675 0.039675 0.844 0.3639
error 40 1.881067 0.047027

Total corrigido 47 6.580125

Ccv (%) = 12.47

Média geral: 1.7387500 NUimero de observaciones: 48
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Tabla 46. Comparacion de medias en efecto de nematodo proteinas raiz.

Tratamientos Media
Sin nematodo 145 B
Con nematodo 2.01 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

Tabla 47. Comparaciéon de medias en efecto de micorrizacion proteinas raiz.

Tratamientos Media
Micorrizados 1.60 B
No micorrizados 1.86 A

Las diferencias significativas se leen con letras mayusculas diferentes en la vertical.
Medias seguidas por distintas letras indican diferencias significativas (LSD p<0.05).

El efecto del nematodo frente al contenido de proteina en la raiz se evidencia en
la tabla 46, donde se observa que el nivel de proteina en los tratamientos con presencia
de nematodos es mayor con diferencias estadisticamente significativas frente a los
tratamientos sin la presencia de dicho factor. La diferencia entre ellos es de 28,21%. De
modo similar sucede en el efecto que tiene la micorrizacion (tabla 47) frente al
contenido de proteina en raices, ya que se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos no micorrizados y micorrizados, los primeros presentaron un incremento

del 14,43% del contenido de la variable a diferencia de los tratamientos micorrizados.

3.2.6. Unidades formadores de colonia (UFC) de T. harzianum.

En el presente resultado se observa la cantidad de colonias de 7. harzianum por
gramo de suelo en diferentes dias después del trasplante (ddt). De acuerdo al analisis
estadistico se observaron diferencias significativas en las UFC por gramo de suelo en
cada tratamiento por ddt. En el tratamiento T (NA) se observo mayor cantidad de UFC/
gr de suelo en las tres evaluaciones (ddt). Con respecto a la evolucion de las colonias de
T. harzianum, de los 20 ddt a 40 ddt no se observdo un aumento significativo. Sin
embargo, a partir de los 40 ddt el crecimiento fue mayor, alcanzando 44000 UFC/gr
suelo a los 110 ddt. El tratamiento M+T (NA) mostrd una significativa disminucion de
colonias con un promedio de 3750 UFC/gr de suelo. En el tratamiento M+T (ONA) no
se observaron cambios significativos entre los 20 a 40 ddt, mientras que a partir de este
ultimo se alcanzé un incremento considerable hacia los 110 ddt, para esa fecha

alcanzaron los 24750 UFC/gr de suelo, y se comprobd un contraste significativo entre
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ellos a partir de los datos de comparacion de medias (LSD Fisher). Por ultimo, el
tratamiento T (ONA) presentd un crecimiento exponencial, aumentando de 5500 UFC/
gr de suelo (20 ddt) a los 39250 UFC/gr de suelo (110 ddt). De acuerdo al ANOVA
existe diferencia significativa entre los dias de analisis (20ddt, 60ddt y 110 ddt).

50000
45000 C
40000
© 35000 ¢
]
w
2 30000
w
a 25000 B B
o
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B
10000
A
5000 A
0 A
20 ddt 40 ddt 110 ddt
DIAS DE ANALISIS DE SUELO
T (ONA) T+M (ONA) T (NA) T+ M (NA)

Figura 32. Andlisis de suelo para determinar presencia de 7. harzianum en suelo, de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) con distintos tratamientos de suelo, dias
después de trasplante (ddt), en ausencia (ONA) y presencia (NA) de N. aberrans.
Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas segin LSD

(p<0.05).

3.2.7. Porcentaje de Micorrizacion.

En la tabla 48 se presentan los resultados del porcentaje de micorrizacion
cuantificado por el método de tincion de raices con azul de Tripan y el porcentaje de
viabilidad por medio de la enzima SDH en ausencia y presencia de N. aberrans. El
porcentaje de micorrizacion, al final del ensayo, fue significativamente mayor en los
tratamientos M+T comparados con aquellos en los que no se inocularon con T.
harzianum tanto en ausencia como en presencia de N. aberrans. El tratamiento M+T
(ONA) present6 41,83 % de micorrizacion, siendo superior al resto de los tratamientos.
La actividad de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) en las estructuras de los

HMA no mostré diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo, se observo
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que el mayor porcentaje de estructuras vivas del hongo se registr6 en los tratamientos en

ausencia de N. aberrans, tanto en presencia como en ausencia de 7. harzianum.

Tabla 48. Porcentaje de micorrizacion por tinciéon con azul de Tripan y viabilidad por la
enzima SDH, en raices de plantas de tomate (S. lycopersycum L.) de diferentes

tratamientos.. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas

segiin LSD (p<0.05).

Tratamientos
Nematodo Método de Tincion M % M+T %
Ausencia N. aberrans (ONA) Tripan 25,01 A 41,83 B
Presencia N. aberrans (NA) Tripan 22,13 A 3332 B
Ausencia N. aberrans (ONA) SDH 12,90 A 10,76 A
Presencia N. aberrans (NA) SDH 8,98 A 8,29 A

3.3. Evaluacion. de los Tratamientos Sobre la Multiplicacion de Nacobbus

aberrans

3.3.1. Numero de huevos totales y nimero de huevos por gramo de raiz.

De acuerdo al analisis de varianza, se observaron diferencias significativas (tabla
49) entre los tratamientos en estudio. El testigo present6 la mayor cantidad de huevos/gr
de raiz diferenciandose en un 71,39% en relacion al tratamiento inoculado con HMA en
combinacion con 7. harzianum, A su vez este tratamiento determiné valores inferiores

para ambas variables,seguido del tratamiento Mico y del tratamiento T.
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Tabla 49. Ntimero de huevos por raiz y nimeros de huevos por gramo de raiz de plantas
de tomate (S. lycopersycum L.) de diferentes tratamientos. Medias seguidas por la

misma letra no presentan diferencias significativas segun LSD (p<0.05).

Tratamiento Total nimero huevos/tratamiento | Media huevos/gr de raiz
Testigo 1032900 430 B
M 364200 141 A
T 494200 298 AB
M+T 244900 123 A

3.3.2. Factor de reproduccion (Fr).

El incremento de la poblacion de N. aberrans en todos los tratamientos fue
significativamente menor respecto al testigo, siendo el tratamiento en presencia de
ambos hongos benéficos el que menor valor presentd con un Fr de 7,0; Esto significa
que la asociacion de HMA y T. harzianum disminuyd significativamente la poblacion

del nematodos en un 93%, frente a los tratamientos donde actuaron por si solos.

Tabla 50. Factor de reproduccion de N. aberrans.

Poblacion final | Poblacién inoculada | Factor de reproduccion
Tratamiento (Pf) (Pi) (Fr)
Testigo 232830 7500 31,0
M 72840 7500 9,7
T 128800 7500 17,1
M+T 52500 7500 7,0




CAPITULO IV

DISCUSION
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Discusion

4.1. Evaluacion de Variables Morfologicas y Fisiologicas

Teniendo en cuenta los resultados de altura, indice de verdor, fotosintesis,
transpiracion, conductividad estomadtica, eficiencia del uso del agua y conductividad
relativa, se evidencia que, la inoculaciébn con Rhizophagus intraradices (M), T.
harzianum (T) y la combinacion de ambos microorganismos rizosféricos (M+T), tanto
en ausencia como en presencia de Nacobbus aberrans, obtuvieron en varias ocasiones
mejores respuestas con respecto al tratamiento testigo. Estos resultados ponen en
evidencia la compatibilidad de los microorganismos estudiados y el papel fundamental

que podrian tener en el crecimiento de las plantas afectadas por el nematodo.

Con la aplicacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA) se obtuvo un
efecto positivo en todos los estados fenoldgicos en la variable altura, diferenciandose de
los demas tratamientos. Dentro de los beneficios que aportan los HMA a las plantas esta
la promocion de su crecimiento mediante la actividad estimulante de las hormonas
vegetales (Khalil et al, 1994; Allen et al, 2003). La simbiosis micorricica estimula la
actividad metabdlica radical y probablemente aumente la sintesis de citocininas en las
raices (Salisbury y Ross, 1992). Las mencionadas fitohormonas activan la division
celular y en consecuencia el crecimiento de los diferentes 6rganos de la planta (Walch—
Liu et al,, 2000). Los resultados de este trabajo se asemejan a los presentados por Diaz
Franco ef al. (2013), que indicaron que R. intraradices incremento significativamente la
altura en un 12%. El efecto de 7. harzianum mostr6 capacidad bioestimulante a los 50 y
a los 65 dias después del trasplante (ddt) superando al testigo y a los demads
tratamientos. Windham et al. (1986), afirman que 7. harzianum produce un factor
regulador de crecimiento sobre plantas de tomate, tabaco y rabano. Se tienen reportes
que T. harzianum., induce el crecimiento vegetal e incrementa la respiracion durante la
germinacion. Ademas, acelera el desarrollo de los tejidos meristematicos primarios, los
cuales aumentan el volumen, la altura y también el peso de la planta (Moity, 1982;
Miranda et al., 1998; Gravel ef al., 2007; Shoresh y Harman, 2008). Este hongo secreta
fitohormonas como el 4cido indolacético, el cual estimula la germinacion, el
crecimiento y el desarrollo radicular, mejorando la asimilacion de nutrientes (Gonzélez

et al., 1999). Por otra parte, el tratamiento con la asociacion de los hongos benéficos
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(M+T) no mostro diferencias significativas con el tratamiento donde se inocul6 solo con
HMA. Los mayores valores se observaron a los 20 ddt, 35 ddt, 50 ddt y 65 ddt en
ausencia del nematodo (ONA), comparado con los tratamientos en presencia del
nematodo, lo que determina un efecto beneficioso de la doble inoculacidon, sobre la
altura de las plantas, evidenciando las propiedades de bioestimulacion y promotoras del

crecimiento de estos microorganismos.

El indice de verdor medido con el SPAD, fue mayor en las plantas en ausencia
del nematodo (ONA), el tratamiento con micorrizas sobresalid tanto en presencia como
ausencia de N. aberrans, lo cual coincide con Diaz Franco et al. (2013) donde se indico
que la inoculacién con R. intraradices en plantas de pimiento (Capsicum annuum)
incrementd significativamente los valores de SPAD, el cual se correlaciona con el
contenido de clorofila y la absorcién de nutrientes en comparaciéon con las plantas
testigo (Sims & Gamon, 2002). El aumento en los valores de SPAD en las plantas
micorrizadas, puede deberse a que la actividad simbidtica permite un mejor
aprovechamiento de los nutrientes poco moviles o inméviles del suelo. El efecto de 7.
harzianum sobre el indice de verdor en las plantas fue diverso, presentando incrementos
significativos a los 50 ddt respecto a los demads tratamientos. Los resultados de esta
investigacion coinciden con los encontrados por Ruiz et al. (2018) en plantas de
jitomate (tomate) inoculadas con 7. harzianum, en los cuales las mediciones del SPAD
y altura fueron mayores significativamente a los del testigo, creciendo en invernadero.
El tratamiento en combinacion de los dos microorganismos (M+T) mostro igual efecto
que el tratamiento tratado con HMA, ya que los valores de SPAD fueron altos en cada
caso. Esto concuerda con el trabajo de Colla et al. (2015) donde las mediciones de
SPAD y fluorescencia de la clorofila en lechuga, tomate y calabacin fueron mayores en
la combinacion Glomus intraradices + Trichoderma sp, seguido de una inoculacion
unica de Glomus o Trichoderma sp. Segun estos resultados, las cepas de HMA y T.
harzianum evaluadas por separado o en asociacion son una buena alternativa para usarse
como promotores del crecimiento vegetal y mejoradores de la calidad de los cultivos

horticolas.

En lo referente a la conductancia estomadtica, los tratamientos con mejor
respuesta en base a la lectura del poroémetro fueron los tratamientos en ausencia del
nematodo (ONA), respecto a los que fueron inoculados con nematodos (NA),

demostrando asi, el efecto de estos parasitos en el cierre de estomas. Los nematodos
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inducen dafo en las raices generando un estrés similar al estrés hidrico provocado por
otros motivos, evidenciado también en los resultados de la variable transpiracion
medidos con el IRGA. El tratamiento donde se inoculd con 7. harzianum presentd
mayor resistencia estomatica a diferencia de los demas tratamientos. Esto se atribuye a
la capacidad bioestimulante que posee el hongo generada por la produccion de
metabolitos que provocan un incremento en el crecimiento vegetal. El tratamiento con
HMA vy el tratamiento en asociacion M+T, en el pardmetro conductancia estomatica no
tuvieron diferencias entre ellos pero obtuvieron mayor valor que el testigo tanto en
presencia como en ausencia de N. aberrans. Querejeta et al. (2003), encontraron que el
uso de hongos micorricicos provocé un aumento de la conductancia estomatica en una
especie de crecimiento lento como Olea europaea ssp. sylvestris pero no asi en una
especie de crecimiento rapido como Rhamnus Ilycioides. La elevada tasa de
transpiracion en el tratamiento con micorrizas puede estar relacionada también con el
mayor tamafio de las laminas foliares (Lancheros, 2012). Por otro lado, Birhane et al.
(2012) , encontraron que las plantas que conservaron mas agua en situacion de estrés,
mantuvieron los estomas abiertos durante un periodo de tiempo mas largo, lo que
condujo a un incremento de la tasa de asimilacion neta. La simbiosis con HMA genera
condiciones que conducen a un mejor estado hidrico de la planta, que resulta en una
mayor conductancia estomatica respecto de las plantas no micorrizadas, lo que coincide

con los resultados encontrados en este trabajo.

La funcién més importante de las plantas es la fotosintesis, proceso en la que
la materia inorgénica es transformada en materia organica (fase bioquimica) empleando
la energia quimica (ATP y NADPH) obtenida por medio de la transformacion de la
energia solar, a través de los pigmentos fotosintéticos, la cadena transportadora de
electrones de los tilacoides y la fotofosforilacion (fase luminica). En el presente trabajo,
los niveles de fotosintesis neta fueron mayores en las plantas micorrizadas en presencia
de nematodos. Sin embargo, el tratamiento con los dos hongos obtuvo un resultado
igual al tratamiento con HMA. El efecto benéfico de los HMA se debe a que su micelio
externo se extiende por la rizésfera aumentando la superficie explorada por la raiz,
permitiendo la mayor absorcion de nutrientes. La inoculacién con micorrizas favorece el
crecimiento de las plantas, pues incrementa la provision de recursos en especial fosforo
(P), lo que se refleja en una mayor eficiencia fotosintética y una menor incidencia de

organismos patdgenos (Safir, 1990; Kyde y Gould, 2000). Pimienta (2009), en un


https://es.m.wikipedia.org/wiki/Materia_inorg%C3%A1nica
https://es.m.wikipedia.org/wiki/Pigmentos
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cultivo de tomate realizd la inoculaciéon con micorrizas y obtuvo como resultado el
incremento de la fotosintesis, siendo ésta mayor en individuos tratados con Glomus
intraradices. En el caso de Trichoderma, Sharon et al. (2007) sugieren que la
promocion del crecimiento se debe a que este hongo tiene la capacidad de solubilizar el
manganeso sin importar el pH del medio, ni la disponibilidad del mismo. Este
microelemento es requerido para varias funciones fisiologicas, tales como la
fotosintesis, el metabolismo del nitrogeno y la sintesis de compuestos aromaticos como
precursores de aminoacidos y hormonas, de fenoles y de lignina; en este sentido se sabe
que el manganeso juega un papel importante en el crecimiento y la resistencia a

enfermedades de las plantas.(Huber y Wilhelm, 1988)

A partir de los resultados de transpiracion y fotosintesis se calcul6 la eficiencia
en el uso del agua, resultado que estan relacionados con los obtenidos en conductancia
estomatica, transpiracion y fotosintesis neta, y al mismo tiempo con el crecimiento de la
plantas. En este trabajo se destaco el tratamiento inoculado con micorrizas, el cual tuvo
la mejor eficiencia en el uso del agua. Cui y Nobel (1992) sefalan que la colonizacion
por hongos micorricicos incrementd un 19% la asimilacion de CO; junto con una mejor

absorcion de agua y nutrientes.

El dafio de las membranas celulares, expresado mediante la liberacion de
electrolitos, aumentd tanto en hojas como en raices de las plantas infestadas con
nematodos, obteniendo estas ltimas una conductividad relativa mayor a la de las hojas,
llegando a 36,71% en el testigo en presencia de N. aberrans y disminuyendo con los
distintos tratamientos ensayados. Resultados similares fueron reportados por Ruscitti et
al. (2011), quienes demostraron que el dafo fue significativamente mayor en las plantas
no inoculadas con R. intraradices que en las inoculadas. Los mismos autores también
observaron que el dafio fue mayor en las raices que en las hojas. Segun Beltrano et al.
(2003), 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.
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4.2. Evaluacion de Variables Bioquimicas

El contenido de clorofila y carotenoides tanto en el tratamiento con micorrizas,
como en el tratamiento con 7. harzianum presentaron diferencias significativas respecto
al resto, ya sea en ausencia o presencia de N. aberrans. Los tratamientos en conjunto
con los dos hongos fueron los que mas promovieron el contenido de los pigmentos
frente al testigo. Cabe mencionar que estos resultados son inherentes al método
empleado, ya que se determinaron en un tnico momento, en oposicion a lo sucedido en
este mismo experimento con las mediciones periddicas de indice de verdor, donde
solamente se manifestaron diferencias significativas entre tratamientos a los 50 ddt.
Zarco-Tejada et al. (2004) sostienen que, en plantas sanas, generalmente se espera que
contengan concentraciones altas de clorofila, en relacion con plantas poco saludables.
La clorofila es el pigmento que interviene directamente en el proceso de absorcion y
conversion de la energia luminosa, y los carotenoides tienen como principal funcién
proteger el aparato fotosintético mediante el mecanismo de disipacion y extincion de
energia. En las plantas, la luz destinada a impulsar el proceso fotosintético es absorbida
por dos tipos de pigmentos las clorofilas (a y b, verdes) y los carotenoides (amarillo-
anaranjados) que son moléculas cromoforas sensibles a la radiacion luminosa y muy
eficaces en la absorcion de luz. (Azcon y Talon, 2008). A mayor contenido de clorofila
a'y b en las hojas, mayor es la absorcion de luz y por ende, se incrementa la fotosintesis
y el crecimiento de la planta. Los resultados obtenidos concuerdan con lo indicado por
Ruiz et al. (2018) donde la inoculacion de plantas con cepas de Trichoderma sp tuvo un
efecto positivo y promovid la acumulacion de clorofila en hojas, lo cual pudiera deberse
a su capacidad para solubilizar fosfatos, micronutrientes y cationes minerales utiles para
el metabolismo de las plantas. Asi mismo, estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Ceki¢ ef al. (2012) en pimentéon micorrizado con G. intraradices, el cual
presentd las mayores cantidades de clorofila total y carotenoides al compararlo con las
plantas no micorrizadas. Wu'y Zou (2010) sefialan que entre los efectos benéficos de los
HMA se les atribuye mayor cantidad de clorofila y alta actividad fotosintética en las

plantas.

El ataque de nematodos agalladores tiende a provocar en las plantas sintomas
similares al estrés hidrico, debido a que los nematodos alteran las células de los haces

vasculares obstruyendo el paso de agua y nutrientes. Para medir el estrés que produce N.
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aberrans realizamos pruebas bioquimicas tanto en hojas como en raices, con ausencia y
presencia de nematodo. En este sentido, como resultado observamos que el contenido de
malondialdehido (MDA), el cual es un indicador de la peroxidaciéon de lipidos, fue
mayor en las hojas a diferencia de las raices. Estadisticamente se encontraron diferencias
en los tratamientos con plantas no micorrizadas en presencia de N. aberrans en
interaccion con 7. harzianum. El aumento en la peroxidacion de los lipidos de las raices
en las plantas crecidas en presencia del nematodo, confirmé el dafio provocado en las
raices, que ademds 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 patogenos, contribuyendo a la caida de productividad del
cultivo (Powell, 1972). El dafio por el nematodo comienza con la ruptura de las células
por el estilete, continia con la disolucion de las paredes celulares e induce cambios
fisiolégicos como consecuencia de la introduccion de enzimas en el medio celular
(Sijmons, 1993). Este trabajo coincide con Biaus (2017), quien encontrd diferencias
significativas en el contenido de MDA entre plantas micorrizadas y no micorrizadas
sometidas a infestacion de N. aberrans, observando que el contenido de MDA mas alto
se dio en las plantas no micorrizadas. Con respecto a 7. harzianum, segun Téllez (2017)
la presencia de este hongo disminuy6 considerablemente el contenido de MDA en el
cultivo de cebolla, tanto en hojas como en raices, resultado no coincidiente con el

obtenido en este ensayo.

Cuando las plantas son sometidas a situaciones de estrés hidrico, activan
determinados mecanismos fisiologicos a fin de evitar o tolerar esa situacion adversa.
Algunos de estos mecanismos son: 1) aumento en la produccion de etileno (Beltrano et
al., 1994); 2) reduccion en la sintesis de citoquininas; 3) cierre de estomas; 4)
senescencia foliar (Sanchez Diaz y Aguirreolea, 2000); 5) ajuste osmotico (Prado, 1997).
La prolina es un aminoacido que se sintetiza en presencia de estrés en las plantas y su
acumulacion frecuentemente se correlaciona con la tolerancia al estrés abidtico o bidtico
en las plantas (Hare et al., 1998). Ejerce un efecto protector de los tejidos ya que es una
de las sustancias responsables de eliminar las especies reactivas de oxigeno. Con esta
accio facilita la correccion, por el organismo del potencial redox de las membranas, que
generalmente es alterado en situaciones de estrés. Se ha demostrado su actuacion en la
proteccion de fosfolipidos de membranas (Hasegawa et al., 2000; Samaras et al., 1995),

asi como su participacion en la fosforilacion oxidativa para la generacion de ATP donde
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ayuda en la compensacion de los efectos negativos del estrés (Wyn y Gorham, 1983).
Probablemente a raiz de lo expresado, en este trabajo la mayor concentracion de prolina
se presentd en las hojas respecto de las raices. Lo mismo se verifico en tratamientos
infestados con N. aberrans, ya que las concentraciones de este aminoacido tendieron a
ser mayor a diferencia a los tratamientos donde estuvo ausente el nematodo. El ataque
del nematodo provoco un estrés osmotico en las plantas que di6 lugar al incremento de
prolina en las plantas. Moreno (2009) manifiesta que la acumulacion de prolina, ademas

de inducir ajuste osmatico, protege las membranas y las proteinas de la deshidratacion.

El contenido de proteinas solubles, al igual que MDA y prolina fue mayor en las
hojas que en las raices de las plantas de tomate. En las hojas se acumuldé mayormente en
las plantas atacadas con N. aberrans, tanto en los tratamientos inoculados con HMA
como con 7. harzianum. El contenido de proteinas foliares presentes en las plantas se
encuentra en estrecha relacion 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 exploracion del sistema y,
en consecuencia, una mejor absorcion de nutrientes (Alfonso y Leyva Galan, 2006). En
el caso de las raices, la concentracion de proteinas solubles fue significativamente mayor
en los tratamientos con presencia del nematodo (NA) y en respuesta a la micorrizacion.
Este resultado, el aumento en la concentracion de proteinas en plantas atacadas por
nematodos coincide con lo expuesto por Taylor y Sasser (1983), quienes sehalan que las
raices infectadas por Meloidogyne, presentan un metabolismo mas acelerado en las
agallas, especialmente en los sistemas involucrados en la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos, por lo que hay mayor produccion de proteinas y menor transporte de
sustancias al resto de la planta. Moreno (2009) menciona que la alteracién en la
expresion de proteinas es una de las respuestas de las plantas cuando se someten a
diferentes tipos de estrés, lo cual estd directamente relacionado con la reduccion o el
incremento de la expresion de genes especificos. Esto depende de la naturaleza, duracion
y severidad del estrés. La mayoria de investigaciones se enfocan en las proteinas que se
incrementan durante el estrés porque se cree que puedan tener una funcidén adaptativa o
de proteccion a dicha condicion. Entre las mds importantes por su efecto protector
potencial estan las LEA (Proteinas de Embriogénesis Tardia, segun su sigla en inglés)
involucradas en las vias de sintesis de los osmolitos y las que funcionan como

antioxidantes (Bray, 1997; Zhu et al., 2002).
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En referencia a la cantidad de unidades formadoras de colonia por gramo de
suelo (UFC/g) de Trichoderma, y de acuerdo al andlisis estadistico, se observaron
diferencias significativas en la cantidad de UFC/g en cada tratamiento. Los mayores
valores de UFC/g de suelo fueron los tratamientos inoculados solamente por 7.
harzianum en ausencia y presencia del nematodo. La especie de 7. harzianum empleada
en este trabajo, tuvo un efecto positivo en las plantas de tomate ya que las plantas
inoculadas con ella presentaron mejor comportamiento que el testigo en las variables
determinadas en condiciones de invernadero. Esto coincide con trabajos realizados por
Durman et al. (2003) quienes evidenciaron el efecto de algunas cepas 7. harzianum
sobre el desarrollo del cultivo, siendo 7. viride el tratamiento que mostrd6 mejores
resultados en todos los parametros. Segun estos resultados, la cepa de 7. harzianum
evaluada pueden ser una buena alternativa para usarse como promotoras del crecimiento
vegetal y como una estrategia mas dentro del manejo integrado de nematodos

agalladores.

Los hongos micorricicos arbusculares colonizan las raices de mas del 90% de las
especies vegetales, para el beneficio mutuo de la planta y el hongo (Harley y Smith,
1983). Esta simbiosis puede aumentar la resistencia a la sequia, por varios mecanismos.
En la asociacion de tomate con HMA, las hifas fungicas pueden contribuir a la
absorcion de agua, siendo G. intraradices y G. mosseae algunas de las especies mas
eficaces (Marulanda et al., 2003). El tomate es una especie altamente micotrofica,
alcanzando 90% de micorrizacion con G. intraradices B1, en coincidencia con trabajos
previos donde este hongo mostrd el mejor comportamiento (Ruscitti et al., 2011). El
porcentaje de micorrizacion en ausencia y presencia de N. aberrans, mostré que en los
tratamientos inoculados solamente con HMA se observaron los menores porcentajes de
estructuras de HMA, aunque presentaron un porcentaje de micelio vivo mayor (%SDH).
En cambio los tratamientos en los que se combinaron los dos hongos resultaron con
mayor porcentaje de micorrizacion pero menor porcentaje de micelio vivo. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que los tratamientos inoculados con HMA tuvieron
respuestas positivas en variables fisiologicas y bioquimicas. Cordier et al. (1996) y
Slezack et al. (2000), sefialaron que en general, se acepta que solo un alto porcentaje de
micorrizacion en la plantas previa al ataque de nematodos es capaz de incrementar la

resistencia/tolerancia y compensar los dafios causados a la planta.
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La interaccion de estos dos microorganismos no present6 efectos sinérgicos, sim
embargo presentaron efecto de aditivos, que muchas veces potenciaron los beneficios en
la planta y otras por el contrario, antagonicos o simplemente sin efecto en el crecimiento
de las plantas y demds variables tomadas en el trabajo. La multifuncionalidad de los
microorganismos en los sistemas agricolas, se expresa de acuerdo a una serie de factores
bidticos, como la competencia con otros microorganismos, la composicion bioldgica del
suelo, el reconocimiento planta microorganismo y viceversa. Ademas, los factores
abioticos, como la climatologia, las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, influyen
directamente en el tipo de interaccion de estos organismos y la expresion de los efectos
benéficos o detrimentales, determinantes en el desarrollo de las especies vegetales
(Marschner y Timonen, 2005; Harman, 2006; Hoitink et al. 2006; Siddiqui y Akhtar,
2008; Radjacommare ef al. 2010).

El efecto de las relaciones entre los dos hongos ha sido estudiado por varios
autores en ensayos de germinacion de esporas de HMA realizados in vitro (McAllister
et al. 1994a; Fracchia et al., 1998) donde se ha establecido que diferentes especies de
Trichoderma pueden afectar el porcentaje de germinacion de esporas de HMA. De
hecho, se han determinado reducciones en el porcentaje de germinacioén de las esporas
por efectos antagonicos de Trichoderma spp que produce sustancias solubles en el
medio y compuestos volatiles que afectan directamente estas estructuras (McAllister et
al., 1994a; Martinez et al., 2013). Por otra parte, algunos autores, afirman que el efecto
negativo sobre la cantidad de UFC de Trichoderma spp en los tratamientos donde se
incluyeron micorrizas arbusculares, observadas en presencia de N. aberrans, puede estar
relacionado con el momento de la inoculaciéon con HMA. Se determin6 una reduccion
de la poblacion de Trichoderma sp en el tratamiento en donde se habia inoculado dos
semanas antes con Glomus intraradices, mientras que no mostraron cambios en el
tratamiento inoculado con el HMA al mismo tiempo o dos semanas después (McAllister
et al., 1994b). La explicacion de dicho comportamiento es que cuando se inoculd
Trichoderma sp (dos semanas después), los HMA ya se encontraban establecidos en los
tejidos de la planta hospedera y por ello es posible que hubieran modificado los
exudados radiculares, pudiendo éstos a su vez afectar a las poblaciones de Trichoderma
sp (Sosa et al., 2006). Por otro lado, Gomez et al. (2008), en un trabajo realizado en

tomate, encontraron que M. incognita no produjo efectos negativos sobre el desarrollo
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de los hongos micorricicos en las raices del tomate, observandose un alto porcentaje de

raices micorrizadas independientemente de la presencia de M. incognita.

4.3. Efecto de los Tratamientos Sobre la Multiplicacion de Nacobbus aberrans

Al evaluar el efecto de cada tratamiento en la poblacion de N. aberrans y el
factor de reproduccion (FR), se observaron diferencias significativas entre el testigo y el
resto de los tratamientos. El testigo presentd la mayor cantidad de huevos/gr de raiz por
ende mayor FR, diferencidandose con las plantas de los tratamientos en donde se
combinaron los hongos benéficos, los cuales presentaron menor poblacion del
nematodo. La reproduccion 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 testigo, al no tener algin factor critico limitante,

presentaron las maximas tasas de multiplicacion.

Respecto al efecto de las micorrizas algunos autores sefialan que el aumento de
la tolerancia de las plantas, parece estar relacionado con la nutricion asistida por las
micorrizas en lugar de un efecto supresor directo de los HMA sobre el nematodo
(Pinochet et al., 1996). Las infecciones radicales por nematodos patdégenos 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). En cambio, para el caso de 7. harzianum el efecto sobre
la poblacion de este nematodo se puede resaltar en trabajos de Bafios ef al. (2010),
donde los resultados mostraron la capacidad bioestimulante de Trichoderma spp., en el
control realizado sobre Meloidogyne spp. Este efecto es atribuido a la produccion de
metabolitos estimuladores del crecimiento vegetativo por parte del hongo. Se sabe que
Trichoderma es un antagonista de excelencia, comprobada su efectividad no solo contra
Meloidogyne spp sino también sobre numerosos patdégenos del suelo que pueden afectar
el crecimiento y desarrollo del cultivo. Méndez y Polanco (2006), al aplicar dosis de 8.0
kg/ha de T. harzianum en diferentes etapas del cultivo de tomate en invernadero,
lograron reducir el grado de infestacion de Meloidogyne spp. De todo lo planteado hasta
ahora se puede deducir que la conjuncion de los dos microorganismos, a pesar de que

existe una interaccion de competencia en presencia de nematodos, los hongos benéficos
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tuvieron una accion de efecto aditivo para bajar el nimero de la poblacion de N.
aberrans observandose en los resultados que los HMA fueron los que tuvieron un

mayor efecto en esta interaccion.
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Conclusiones Generales

Bajo las condiciones experimentales en que se desarroll6 esta investigacion

podemos concluir lo siguiente:

El uso de microorganismos benéficos (HMA y T. harzianum) en forma de
bioinsumos es una alternativa a ser considerada como una herramienta valida dentro
de un plan integrado de manejo bioldgico para el control de nematodo N. aberrans

en el cultivo de tomate.

El uso de in6culos de HMA (R. intraradices) e indculos de T. harzianum en forma
individual o en combinados generaron respuestas positivas en parametros

fisiologicos y bioquimicos, en plantas de tomate infestadas con N. aberrans.

La inoculacién con HMA y T. harzianum mostrd efecto aditivo para reducir la
poblacién y el factor de reproduccion de N. aberrans, teniendo en cuenta que el
efecto de las micorrizas fue mayor, ademds de ejercer un efecto protector y

estimulante del crecimiento de la planta.
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Recomendaciones

La mayoria de los estudios existentes hasta el momento se relacionan con el
potencial y efectividad del in6culo de HMA y T. harzianum por separado. A partir de
este rabajo queda abierta la posibilidad de complementar la informacién obtenida
realizando ensayos de compatibilidad HMA-Trichoderma. Esto resulta valido sobre
todo si se pretende orientar este tipo de trabajos hacia el uso potencial de esta
interaccion en un producto bioldgico, formulado para ser aplicado como complemento
en actividades agricolas y en un sistema de manejo integrado de plagas. Finalmente,
cabe sefialar que cada nuevo resultado obtenido, en cada ensayo o trabajo de
investigacion, constituye un aporte a la construccion actual del conocimiento sobre la
interaccion de las micorrizas con Trichoderma y el sistema que conforman con la planta
hospedera, especialmente si estd afectada por una plaga como N. aberrans,
contribuyendo a la comprension de la relacion existente, en un sistema tan complejo

como la rizosfera.
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Anexo 1. Procedimiento en laboratorio para determinar prolina.

Se pesan 100 gr, de raiz o de

hoja y se coloca N liquido.

- fSlacial)
Shie Acia Cracial
. e

Se macera y se afiade
Acido Sulfosalicinico al
3% (1,5 ml raiz; 2ml
hojas)

Se pasa la solucion a un
tubo eppedorf de 2ml, se

centrifuga por 15 min.

Se realiza una solucién 1,25
gr de ninhidrina +30 ml de
Acido. acético, y 20 ml de

Acido fosfoérico

Se toma 1 ml del
sobrenadante se coloca en
un tubo de 5 ml+ 1 ml de
solucion preparada.
Calentar a BM hieviente 1

hora

5
-
i

Se enfria rapidamnete

usando hielo

Se agrega 2 ml de tolueno en

el tubo de ensayo y se agita

15 seg usando un vortex.

Se deja reposar hasta que
exista separacion de 2

fases

Se realiza la medicion de
absorbancia en el

electrofotometro
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Anexo 2.. Procedimiento en laboratorio para determinar MDA.

Se pesan 200 gr, de raiz o de

hoja y se coloca N liquido.

Se macera y se aflade TCA

al 0,1% (1,2 ml raiz; 1,5ml

hojas)

Se pasa la solucion a un
tubo eppedorf de 2ml, se
centrifuga a 12000 rpm

Se realiza una solucion
MDA de 50ml (20% de
TCA +0,01% BHT + 0,5%
de TBA)

Se toma 1 ml del sobrenadante se coloca en un ependorf

+ 1 ml de solucion preparada.

Se calienta en BM hirviente

durante una hora

Se enfrian en bano de hielo

Se realiza la medicion en
de absorbancia en el

electrofotometro
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Anexo 3. Procedimiento en laboratorio para determinar proteina.

<
S
AT e

Se pesan 100 gr, de raiz o de | Se macera y homogenizan en un mortero con 1 ml del
hoja y se coloca N liquido. buffer de extraccion (TRIS 50 mM, EDTA 1mM, PVPP
insoluble 1%, MeSH 0,1% a pH 7,5) a 4 °C.

Se pasa la solucion a un tubo eppendorf de 2ml.

Se centrifuga 10.000 g Se tomaron 20 pl del sobrenadante y se le agreg6d 1 ml
durante 10 minutos a 4°C. del reactivo Bradford (Azul Brillante de Coomassie G-
250 0,021% (p/v) etanol 4,7% (p/v) y acido fosforico
8,5% (p/v)) y se agita en el vortex 15 seg. , y se realiza
la lectura de absorbancia a 595 nm en el

electrofotometro
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Anexo 4. Evaluacion de las unidades formadoras de colonia de 7. harzianum por gramo
de suelo de la rizosfera de las plantas, mediante la técnica del suelo diluido en placa.

Se tomo6 muestra de suelo de
tratamientos y se dejo secar

durante72 horas,

Las muestras se tatizan, se

homogenizan y se pesan 5 gr

Se colocan 50 ml de agua a los 5 gr

de suelo, y se agita por 15 minutos.

Se pipetea ImL de dilucion

madre 1:10,

Se tomo una alicuota de 1ml de
dilucién madre logrando una

dilucién 1:100

Luego, de esta ultima dilucion se
realizé una nueva logrando una
dilucion de 1:1000, se coloca en
caja Petri, y se afiade 1mL de

fungicida selectivo

Se coloca el medio selectivo

(TSM) en las cajas

Se llevan las cajas a incubar a 26 grados por 5 dias para que se desarrolle

el hongo, y se procede a contar las colonias de Trichoderma.




