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ABSTRACT

Martinez, S.; Garbi, M.; Puig,L.; Maiale,
S. (Ex aequo). 2020. Physiological effects
of the use of elicitors in tomato crop in soil
infested by  Nacobbus  aberrans.
Horticultura Argentina 39 (100): 45-54.

Measurement of plant physiological
response to stress or practices for its
alleviation is useful for non-destructive
evaluation and early diagnosis. The aim of
this work was to study physiological effect
of the use of phytohormones on tomato
crop in soil infested by Nacobbus
aberrans. The essay was carried out under
a greenhouse located in EE Julio
Hirschhorn (La Plata, Buenos Aires).
Tomato Elpida was treated by drench, 24
hours pre-transplanting with 1 ml of:
salicilic acid 0.50 x 10* M and 1.00 x 10*
M, ethylen 0.35 x 10° M and 0.70 x 1073
M, jasmonic acid 1.00 x 10* M and 1.00 x
10° M, using plants without treatment as

control. It was recorded gas exchange: CO>
net assimilation rate, stomatal
conductance, transpiration and instant
water use efficiency, leaf temperature and
greenness index. Statistical design was a
randomized complete block with 4
replications. Variance analysis and Tukey
test were applied. Gas exchange was not
modified by treatments. Leaf temperature
was significant lesser with salicylic acid
1.00 x 10* M, which increased the
greenness index; variable that was lower in
control plants. Increasing resistance in
tomato against N. aberrans by salicylic
acid and the measurement of physiological
variables to check the response of the plant
are promising possibilities.

Additional keywords: phytohormones,
salicylic acid, ethylene, jasmonic acid, gas
exchange, leaf temperature, greenness
index.
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RESUMEN

Martinez, S.; Garbi, M.; Puig,L.; Maiale,
S. (Ex aequo). 2020. Efectos fisiologicos
por el uso de elicitores en tomate cultivado
en suelo infestado con Nacobbus aberrans.
Horticultura Argentina 39 (100): 45-54.

La medicion de respuestas fisioldgicas de
la planta frente a situaciones de estreses 0
practicas que los mitiguen es Util para
realizar evaluaciones no destructivas y
diagnosticos tempranos. Este trabajo tuvo
como objetivo estudiar el efecto fisioldgico
del uso de fitohormonas sobre tomate
cultivado en suelo infestado con Nacobbus
aberrans. El ensayo se condujo en un
invernadero, en la EE (Estacion
Experimental) Julio Hirschhorn (La Plata,
Buenos Aires). Tomate Elpida fue tratado
por drench, 24 horas antes del trasplante
con 1 ml de: acido salicilico 0,5x 10* My
1,0 x 10 M, etileno 0,35 x 10° M y 0,70 x
102 M vy acido jasmonico 1,00 x 10* M y
1,00 x10° M, utilizando plantas sin tratar

como testigo. Se registro intercambio de
gases: asimilacion neta de COy,
conductancia estomatica, transpiracion y
eficiencia del uso del agua instantanea,
temperatura foliar e indice de verdor. El
disefio fue en blogques completos
aleatorizados con 4 repeticiones. Se aplico
andlisis de la varianza y prueba de Tukey.
El intercambio gaseoso no fue modificado
por los tratamientos. La temperatura foliar
fue significativamente mas baja con acido
salicilico 1,0 x 10 M, que incrementd el
indice de verdor; variable que fue mas baja
en el testigo. EI aumento de resistencia en
tomate frente a N. aberrans tratado con
acido salicilico y la medicion de variables
fisiolégicas para chequear la respuesta de
la planta son posibilidades promisorias.

Palabras claves adicionales:
fitohormonas, é&cido salicilico, etileno,
acido jasménico, intercambio de gases,
temperatura foliar, verdor.

1. Introduccién

Desde hace ya varios afios existe una preocupacion creciente por la preservacion del ambiente
y la produccion de alimentos inocuos, objetivos que van acompafiados de progresivas
restricciones a las aplicaciones de productos de sintesis quimica, particularmente al uso de
bromuro de metilo (Ristaino & Thomas, 1997; Flores-Camacho et al., 2007). Esta situacion
ha llevado a la bldsqueda de alternativas para el tratamiento de adversidades bioticas, con
esfuerzos centrados en el control de patdgenos del suelo, entre los que los nematodos
fitopatdgenos presentan un rol importante; habiéndose probado con éxito précticas
combinadas de desinfeccién del suelo y cultivo con planta injertadas, entre otras alternativas
(Mitidieri et al., 2015; Martinez et al., 2018).

Los nematodos inductores de agallas producen alteraciones en la raiz del hospedante,
interfiriendo en la absorcion de agua y nutrientes, que conducen a sintomas en el canopeo
equivalentes a los producidos por deficiencia hidrica, generando en la planta una condicion
similar a un estrés abidtico (Cristobal et al., 2001; Riascos Ortiz, 2014; Susic¢ et al., 2018).
Fitohormonas como el acido salicilico, el acido jasmodnico y el etileno inciden en la respuesta
a este tipo de estreses, incrementando sus niveles frente al ataque de patogenos (Verma et al.,
2016). De esta manera, su aplicacion exdgena aparece como una opcion sustentable para el
control de los dafios producidos por nematodos agalladores. El acido salicilico mostrd
efectividad para reducir la infestacion de diversas especies de nematodos fitopatdgenos
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(Samaniego-Gamez et al., 2017; Gheysen & Mitchum, 2019) y la aplicacion exdgena de acido
jasmonico redujo la cantidad de huevos de Meloidogyne incognita en raices de tomate (Zhou
et al., 2015); mientras que interferencias en la ruta del etileno incrementaron las
probabilidades de un répido establecimiento de Heterodera schachtii (Marhavy, 2019). Las
experiencias realizadas en Nacobbus aberrans, nematodo presente en la Argentina, donde en
cultivos en invernadero se generan condiciones propicias para su establecimiento y desarrollo
(Adlercreutz et al., 2008), son escasas. Sin embargo, en pimiento (Capsicum annum L.) se
observd que este nematodo indujo modificaciones en procesos relacionados con los
mecanismos de defensa (Lopez-Martinez et al., 2010), lo que hace de interés evaluar el efecto
de sustancias elicitoras para reducir los dafios causados por el mismo.

Otro aspecto importante en el control de adversidades bioticas es la deteccion precoz de su
accion sobre las plantas. La identificacion visual de sintomas generalmente se traduce en un
uso excesivo y extemporaneo de fitosanitarios, siendo aun compleja la implementacion de
métodos no destructivos para el reconocimiento temprano del problema o la evaluacion de
medidas de control (Wenjing et al., 2018).

La medicion de parametros fisiologicos vinculados al intercambio gaseoso, actividad
fotoquimica y contenido de clorofila, entre otros, son variables utilizadas para estudiar el
efecto de situaciones de estrés en plantas (Souza et al., 2004; Romphael et al., 2008; Zheng et
al., 2009). Sin embargo, este tipo de evaluaciones en hoja implican contacto con las mismas,
lo que a menudo interfiere en su funcionamiento (Costa et al., 2013). Los mismos autores
proponen la medicion de la temperatura de hoja como una técnica con potencial para estudiar
interacciones entre la planta y el ambiente, asi como tolerancia a estrés o el impacto de
diversas préacticas culturales, atendiendo al efecto de la transpiracion sobre el balance
energético. Wenjing et al. (2018) reportaron la posibilidad de utilizar im&genes termogréficas
infrarrojas y el calculo de la diferencia maxima de temperatura para adelantar en 5 a 7 dias el
diagnostico del virus del mosaico del tomate (ToMV) y la roya del trigo (Puccinia triticina);
mientras que Xu et al. (2006) encontraron diferencias en la temperatura de hojas sanas e
infectadas por el virus del mosaico del tabaco (TMV). Raza et al. (2015), combinando luz
térmica y visible obtuvieron datos de imagenes para el desarrollo de un sistema de aprendizaje
automatico que detecta de forma remota la infeccion de plantas por el moho polvoriento del
tomate (Oidium neolycopersici).

En funcion de estos antecedentes, la respuesta fisioldgica de la planta aparece como una
herramienta util para el diagndstico temprano de estreses bioticos y de la reaccion de la planta
a las practicas culturales implementadas. De esta manera, este trabajo tuvo como objetivo
evaluar el efecto del uso de elicitores como el acido salicilico, cido jasmonico y etileno sobre
la fisiologia de plantas de tomate cultivadas en suelo infestado naturalmente con Nacobbus
aberrans, utilizando métodos no destructivos de medicion.

2. Materiales y métodos

El ensayo se condujo en un invernadero metalico parabélico de 24 por 40 metros, ubicado en
la Estacion Experimental Julio Hirschhorn perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales, Universidad Nacional de La Plata, La Plata, Buenos Aires, Argentina
(33°56'42,6S, 60°33'35,6” W). Al momento del inicio del ensayo, el suelo presentaba la
presencia natural de Nacobbus aberrans J3 y J4 (48 cada 100 cm?® de suelo), Helicotylenchus
spp. (45 cada 100 cm? de suelo), Dorylaimus spp. (64 cada 100 cm? de suelo), Mononchus
spp. (76 cada 100 cm® de suelo) y saprofitos (33 cada 100 cm® de suelo). Como cultivo
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antecesor se habia realizado tomate cv. Elpida F1 sin injertar e injertado sobre Maxifort,
9184, Multifort y Beaufort, identificindose N. aberrans J2 y huevos en todas las raices.

El trasplante del nuevo cultivo se realizo el 16 de enero de 2014 utilizando plantines de
tomate cv. Elpida F1 con 4 hojas verdaderas, tratados 24 horas antes del trasplante con
hormonas vegetales aplicadas por mojado del sustrato (drench) a razén de 1 ml por planta,
segun los siguientes tratamientos: 1) Acido salicilico 0,5 x 10 M; 2) Acido salicilico 1,0 x
104 M; 3) Etileno 0,35 x 10 M; 4) Etileno 0,70 x 102 M; 5) Acido jasménico 1,00 x 10 M;
6) Acido jasmonico 1,00 x10° M; 7) Testigo, sin aplicacion de hormonas, tratados con igual
volumen de agua. La plantacion fue en lineas con una distancia de 0,80 m entre lomos y 0,25
m entre plantas, sobre suelo cubierto con mulching negro y riego por goteo, manteniendo el
suelo a capacidad de campo. Las plantas se condujeron en forma vertical con hilo.

El ensayo se planted segun un disefio estadistico en bloques completos aleatorizados con 4
repeticiones, con 10 plantas por parcela. Sobre 3 plantas tomadas al azar por cada tratamiento
y repeticion, se registraron las siguientes variables:

Intercambio de gases: las mediciones se realizaron 75 dias después del trasplante, sobre el
foliolo terminal de la hoja inmediata inferior al ultimo racimo desarrollado, a una intensidad
de radiacion saturante. Se midi6 con un analizador de gases por infrarrojo TPS-2 y una cubeta
PLC-4 con control de radiacion (PPsystems, USA), procesando los datos con el software
Transfer (PPsystems, USA). Los parametros registrados fueron: asimilacion neta de CO2 (Pn),
conductancia estomatica (Gs) y transpiracion (Evap), calculando la eficiencia del uso del agua
instantanea (WUEI = Pn/Gs).

Temperatura del canopeo: las mediciones se realizaron 75 dias después del trasplante, sobre la
primera hoja del foliolo central, entre el tercero y cuarto racimo. Se utilizd una camara
termogréafica FLIR E-30 con una resolucion 160 x 120 pixeles y sensibilidad térmica de 0,1
°C. La cémara fue calibrada a una distancia del objetivo de 1 m, 27 °C de temperatura
ambiente, 20 °C de temperatura reflejada, 65% de humedad relativa y una emisividad de 0,98;
valores extraidos de la estacion meteorologica automatica Davis (Davis Instrument), instalada
dentro del invernadero. Las fotos termograficas fueron procesadas con el software
ThermaCam Research PRO, y analizadas con el software GraphPad Prism5, aplicando el test
de t para comparar los diferentes tratamientos.

indice de verdor: las determinaciones fueron realizadas a los 50 dias después del transplante,
en el foliolo terminal de la hoja inmediata inferior al primer racimo, utilizando un medidor de
clorofila SPAD Minolta (Chlorophyll matter SPAD-502. Minolta Co. Ltd. Japan).

Los datos se sometieron a analisis de la varianza, aplicando prueba de Tukey (p < 0,05) para
la separacién de medias, mediante el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2013).

3. Resultados y discusion

El tratamiento de las plantas con los distintos elicitores y dosis no produjo diferencias
significativas en variables vinculadas al intercambio gaseoso, como la asimilacion neta de
CO», conductancia estomatica, transpiracion ni eficiencia del uso del agua instantanea (Figura
1).

Estos resultados coinciden con los observados en tomate infestado con Meloidogyne incognita
y tratado con una formulacion a base de Thuya occidentalis con probado efecto sobre la
activacion de enzimas relacionadas al sistema de defensa de la planta (Mioranza et al., 2018).
En contraposicion, Chavez-Arias et al. (2020) reportaron que el acido salicilico aplicado
exdgenamente incrementd la conductancia estomatica en goldenberry (Physalis peruviana L.)
afectado por Fusarium oxysporum f. sp. physali, aunque la respuesta puede estar vinculada a
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la dosis y forma de aplicacion, dado que para observar este efecto debieron hacerse tres
aplicaciones de 100 mg.It por via foliar; mientras que el acido jasmonico no produjo efectos
significativos.

umolCO2/m2/s

0.104 8

0.08+

0.06

0.04

umolCO2/mmol
mmol H,O/m?/s
-

0.02
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Referencias. 1: &cido salicilico (0,5 x 10* M), 2: écido salicilico (1 x 10“ M), 3: etileno (0,70 x 10°®
M), 4: acido jasmoénico (1,00 x 10#M), 5: acido jasmonico (1,00 x 10° M), 6: etileno (0,35 x 103 M),
7: testigo.

Figure 1. Net CO> assimilation rate (Pn), stomatal conductance (Gs), transpiration (Evap) and
instant water use efficiency (WUEI) in tomato plants cv. Elpida F1 treated with different
concentration of phytohormones in soil naturally infested with N. aberrans. La Plata,
Argentina, 2014.

Figura 1. Asimilacion neta de CO2 (Pn), conductancia estomatica (Gs), transpiracion (Evap) y
eficiencia del uso del agua instantanea (WUE:iI) en las plantas de tomate cv. Elpida F1 tratadas
con distintas concentraciones de fitohormonas en suelo naturalmente infestado con N.
aberrans. La Plata, Argentina, 2014.

El tratamiento con &cido salicilico 1,0 x 10 M redujo significativamente la temperatura de la
hoja segln se registro a nivel de canopeo, diferencidndose del resto de los tratamientos
(Figura 2). El andlisis fotométrico permite observar que en foliolos de plantas sometidas a
este tratamiento se registrd una temperatura de hoja de 16,3 °C, mientras que en las plantas
testigo la temperatura registrada en el foliolo fue de 20,3 °C (Figura 3). En remolacha
azucarera (Beta vulgaris L. spp. vulgaris) se observé que las plantas infestadas con
Heterodera schachtii presentaban siempre mayor temperatura del canopeo que las plantas sin
infestacion, condicidn atribuible al estrés provocado por la accion del neméatodo (Joalland et
al., 2017). El incremento de la temperatura foliar puede producirse como consecuencia de la
senescencia por el efecto de agentes bioticos que en su accionar modifiquen las relaciones
hidricas en la planta debido a la interrupcion del funcionamiento normal del sistema radical o
que bloqueen el transporte de agua y nutrientes, efectos producidos por neméatodos inductores
de agallamiento en las raices (Cristobal et al., 2001; Costa et al., 2013). Es conocido el efecto
de la aplicacion exdgena de acido salicilico en la mitigacion del estrés provocado por
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deficiencia de agua, como fue verificado en trigo (Triticum aestivum) y arroz (Oryza sativa
L.) (Sharma et al., 2017; Sohag et al., 2020); efecto que puede haberse dado en las
condiciones de ensayo con la mayor dosis ensayada.

(%)
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Temp. canopeo (°C)
S

) L) 1 L) L) I 1
testigo Aj4 Aj-5 E50 E100 AS-50 AS-100

**|ndica diferencias significativas segln prueba de Tukey (p < 0,05)

Referencias. Aj-4: 4cido jasmonico (1,00 x 10* M), Aj-5: acido jasménico (1,00 x 10° M), E50:
etileno (0,35 x 10 M), E100: etileno (0,70 x 10 M), AS-50: 4cido salicilico (0,5 x 10* M), AS-100:
acido salicilico (1,0 x 10* M)

Figure 2. Canopy thermography analysis in tomato plants cv. Elpida F1 treated with different
concentration of phytohormones in soil naturally infested with N. aberrans. La Plata,
Argentina, 2014.

Figura 2. Andlisis de la termografia en el canopeo de plantas de tomate cv. Elpida F1 tratadas
con distintas concentraciones de fitohormonas en suelo naturalmente infestado con N.
aberrans. La Plata, Argentina, 2014.

29,1°C

16,3°C

Figure 3. Thermography photo of a leaf in tomato plants cv. Elpida F1 treated with salicylic
acid 1.0 x 10 M (A) and untreated (B). La Plata, Argentina, 2014.

Figura 3. Foto termografica de una hoja en plantas de tomate cv. Elpida F1 tratadas con &cido
salicilico 1,0 x 10 M (A) y sin tratar (B). La Plata, Argentina, 2014.

Las plantas tratadas con la mayor concentracion de &cido salicilico presentaron también un
indice de verdor significativamente mas elevado que el resto de los tratamientos; mientras que
las plantas testigo alcanzaron valores significativamente mas bajos, seguidas por las tratadas
con la menor dosis de etileno (Tabla 1). Suazo Castro (2019) también detecté mayor indice de
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verdor en plantines de tomate a los que se les aplicé acido salicilico, respecto a las plantas sin
tratar. Chavez Arias et al. (2020) registraron un incremento significativo en el contenido de
pigmentos fotosintéticos en goldenberry, al aumentar el nimero de aplicaciones de &cido
salicilico, lo que explicaria la respuesta a la mayor dosis observada en las condiciones de
ensayo; a la vez que reportaron un menor efecto atribuible al uso de &cido jasmonico. El
incremento en el contenido de pigmentos clorofilicos ha sido identificado como uno de los
mecanismos del acido salicilico en su accién preventiva frente al estreés, como se registro en
trigo sometido a estrés hidrico (Singh & Usha, 2003; Yordanova & Popova, 2007) y tomate
expuesto a condiciones de altas temperaturas, deficiencia de agua o toxicidad por fungicidas
(Singh et al., 2017; Jaham et al., 2019; Yiizbasioglu & Dalyan, 2019).

Table 1. Greenness index in tomato plants cv. Elpida F1 treated with different concentration
of phytohormones in soil naturally infested with N. aberrans. La Plata, Argentina, 2014.

Tabla 1. indice de verdor en las plantas de tomate cv. Elpida F1 tratadas con distintas
concentraciones de fitohormonas en suelo naturalmente infestado con N. aberrans. La Plata,
Argentina, 2014.

Tratamiento Unidades SPAD
Acido salicilico 0,5 x 10 M 35,49 b?
Acido salicilico 1,0 x 10* M 38,35a
Etileno 0,70 x 102 M 33,80 ¢
Acido jasmonico 1,00 x 10* M 34,80 b
Acido jasmonico 1,00 x 10° M 34,98 b
Etileno 0,35 x 10 M 33,27¢
Testigo 32,40d

z Medias con una letra diferente indican diferencias significativamente segun prueba de Tukey (p <
0,05)

4. Conclusiones

En las condiciones de este ensayo la utilizacion del acido salicilico es factible para aumentar
la resistencia de las plantas frente al ataque de Nacobbus aberrans. La respuesta de las plantas
a la aplicacion de acido salicilico asi como la deteccion temprana del dafio producido por
Nacobbus aberrans se puede evaluar con dos parametros fisioldgicos no destructivos como la
temperatura foliar y el indice de verdor. La asimilacion neta de CO», la conductancia
estomatica, la transpiracion y la eficiencia del uso del agua instantanea no fueron efectivas
para detectar ni el efecto del &cido salicilico, acido jasmonico o etileno como elicitores ni los
dafos provocados por la infestacion natural por Nacobbus aberrans.
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