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PROLOGO







Esta memoria expone los trabajos realizados por la doctoranda Marfa Elena Flor
Peregrin, durante cuatro afios de estancia predoctoral en el centro IFAPA Camino de
Purchil en Granada.

El IFAPA es un organismo publico de investigacion que tiene como objetivo
contribuir a la modernizacion de los sectores agrario, pesquero y alimentario de Andalucia,
asi como a la mejora de su competitividad a través de la investigacion, el desarrollo, la
transferencia de tecnologia y la formacion. Estos objetivos generalistas muestran la clara
orientacion aplicada de la investigacién que se lleva a cabo en el IFAPA. Como tal, el
trabajo presentado en esta tesis no tiene una orientacién basica hacia el avance en el
conocimiento de la biologia o ecologia de los nematodos fitoparasitos y, aunque estos
aspectos se traten de forma colateral, nos hemos centrado, en consonancia con los
objetivos de la institucion, en los aspectos aplicados de la interaccion entre nematodos
fitoparasitos y cultivos en los ecosistemas agricolas, con el propésito de mejorar las
herramientas que el agricultor tiene disponibles para el manejo de las enfermedades
causadas por nematodos fitoparasitos y, en su caso, proporcionarle nuevos métodos o
estrategias de control.

Durante esta etapa predoctoral, hemos pretendido, ademas de realizar una labor
investigadora, formar a la candidata en todas las tareas a las que una nematdloga debe
enfrentarse en un centro en el que se combina tanto la investigacion aplicada, como la
extension agraria. Es por ello que, aunque el tema de investigacion de esta tesis doctoral se
centrd en el estudio de la combinacion e interaccion entre diversos agentes biolégicos y
productos naturales para el manejo de las enfermedades causadas por nematodos del
género Meloidogyne en horticolas, también se han llevado a cabo otros trabajos que han
permitido a la doctoranda aprender metodologias usadas en la investigacion nematolégica.

Esta formacion se ha estructurado en tres niveles:

a) LABORATORIO. Mediante la préctica de las técnicas usadas rutinariamente en el
laboratorio nematolégico, como la extraccion de nematodos de suelo y muestras
vegetales, su identificacion y recuento al microscopio; y el uso de herramientas
ofimaticas y de analisis estadistico para el tratamiento de los datos y elaboracion y
presentacion de los resultados.
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b) INVERNADERO. Mediante la realizacion de ensayos en macetas dentro de un
invernadero con condiciones ambientales controladas y la préctica en técnicas de
disefio experimental y mantenimiento de cultivos en maceta.

c) CAMPO. Mediante la realizacion de ensayos en microparcelas situadas en campo,
en fincas experimentales y la practica en técnicas de disefio experimental y

mantenimiento de cultivos en campo.

Con la intencion de facilitar su lectura e interpretacién, los apartados de material y
métodos, resultados y discusion de esta tesis doctoral se presentan agrupados por capitulos
independientes, acordes con los tipos de ensayos realizados:

1. Un estudio socio-econémico y epidemioldgico sobre la incidencia de las enfermedades
causadas por Meloidogyne en los cultivos horticolas protegidos de Almeria, realizado en
colaboracién con el grupo de Economia Agraria del IFAPA Camino de Purchil y cuyo
componente principal son los trabajos realizados en gabinete y laboratorio. Publicado
en Nematology 14: 517-527 (2012), factor de impacto SCI 2010: 0,962.

2. Un estudio sobre el efecto de la micorrizacion en combinacién con determinados
agentes bioldgicos y productos naturales sobre las poblaciones de Meloidogyne incognita
y sobre la productividad vegetal en tomate, basado en tres ensayos con macetas en
invernadero en condiciones controladas.

2.1. Efectos de la micorrizacién e inoculacion con rizobacterias sobre el patosistema
tomate-M. incognita.

2.2. Efectos de la micorrizacion e inoculacion con Trichoderma harzianum sobre el
patosistema tomate-M. incognita.

2.3. Efectos de la micorrizacion y aplicacion al suelo de extractos vegetales y aceites
esenciales sobre el patosistema tomate-M. incognita.

3. Un estudio sobre el efecto del uso combinado de la solarizacion y la aplicacion al suelo
de gallinaza para el control de M. incognita en cultivos de clavel protegidos bajo
pléasticos, basado en ensayos en campo. Publicado en Plant Disease 96: 990-996 (2012),
factor de impacto SCI 2010: 2,387.
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Andalucia, en el sur de Espafia, es la comunidad autbnoma que mas aporta a la
horticultura nacional, tanto en superficie dedicada (128.021 ha) como en producciones
obtenidas, destacando los horticolas protegidos en las provincias de Almeria y Granada, la
produccion de freson en la provincia de Huelva y el cultivo de flor cortada en Cadiz. La
productividad agricola, competitividad y rentabilidad econdémica de estos cultivos horticolas
bajo plasticos estd ampliamente demostrada; sin embargo, la intensificacion y la
especializacion en un reducido ndmero de cultivos de alto valor econémico, ha favorecido
el aumento en la incidencia y abundancia de plagas y enfermedades que les afectan. En
concreto, la extension de los problemas causados por nematodos fitoparasitos en Espafia
ha coincidido con la intensificacion de la agricultura y el desarrollo de los cultivos
protegidos.

Los nematodos “formadores de agallas en raices” o especies del género Meloidogyne
son los nematodos parasitos de plantas que mas limitan la produccion horticola. En
Espafia, las pérdidas causadas por nematodos fitoparasitos en horticolas han sido estimadas
en torno al 12,0%, pero en el caso de Meloidogyne spp. varian entre el 15,0% y el 60,0% de
la cosecha, siendo M. incognita la especie que causa pérdidas econdmicas mas importantes.

Tradicionalmente, el control de estos patdgenos se ha realizado mediante el uso de
fumigantes quimicos del suelo, como el bromuro de metilo y el 1,3-dicloropropeno. Sin
embargo debido a los riesgos ambientales y sanitarios derivados de su aplicacion, su
utilizacion se ha prohibido o restringido en los paises europeos, limitando el nimero de
alternativas viables para la desinfeccion del suelo. Durante los Gltimos afios, se han
realizado diversos esfuerzos en investigacion hacia la blsqueda de otras alternativas de
control nematoldgico, que sean mas aceptables desde la perspectiva ambiental. No
obstante, hasta el momento, ninguna de estas alternativas ha mostrado una efectividad
comparable a la de los nematicidas fumigantes. Por tanto, la investigacion, experimentacion
e integracién de diferentes métodos de control de nematodos fitoparasitos, adaptados a las
condiciones agroambientales locales sigue siendo una prioridad en fitopatologia.

El objetivo finalista de esta tesis es, por tanto, ampliar y mejorar las herramientas que
el agricultor tiene disponibles para el manejo de las enfermedades causadas por nematodos
fitoparasitos, focalizandonos en el control biol6gico y en fitoquimicos naturales ya que
estos métodos son susceptibles de ser incluidos en los sistemas de agricultura integrada y/o
ecoldgica. Para conseguir esta finalidad, el trabajo se estructurd en tres secciones.
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1. Se realizé un estudio sobre la percepcion del impacto y la incidencia de la enfermedad
causada por Meloidogyne en cultivos protegidos de la zona costera de la provincia de
Almeria.

Para ello se efectud una encuesta entre 120 ingenieros técnicos agricolas encargados
del estado fitosanitario de las explotaciones, para conocer la importancia que los
productores atribuyen a las enfermedades inducidas por nematodos y la valoracién que
reciben los métodos actuales disponibles de control nematoldgico. Los resultados
mostraron que un 17,7 % de las parcelas en la zona de Almeria estaban infestadas por
nematodos agalladores, dentro de ellas un 18,8% de su superficie mostr6 sintomas de
enfermedad causada por neméatodos, por lo que el area total cultivable infestada por
Meloidogyne se estimd aproximadamente en un 2,0%. Las pérdidas de produccion se
valoraron en un 31,0% y se consider6 que los problemas causados por Meloidogyne
habian aumentado en los Gltimos 5 afios. La fumigacién quimica del suelo persiste
como el tratamiento mas frecuente (78,3%) y se valora también como el tratamiento
mas eficaz frente a la enfermedad causada por Meloidogyne spp.

Adicionalmente, se realiz6 un muestreo nematoldgico y posterior identificacion de
las especies de nematodos agalladores en los cultivos del area y su distribucion. La
especie mas abundante fue M. javanica, especialmente en areas de cultivo de tomate,
mientras que en areas donde predominaban las rotaciones con pimiento la prevalencia
de M. incognita fue mayor.

2. Se evalu6 el potencial antagonista y/o el efecto protector frente a la enfermedad
causada por M. incognita de Glomus mosseae, Glomus intraradices, Bacillus megaterium,
Pseudomonas putida, Pasteuria penetrans, Trichoderma harzianum, extractos vegetales de
Allium sativum y Quassia amara y aceites esenciales de Azadirachta indica y Thymus
zygis, frente a Meloidogyne incognita, en plantas de tomate cv. Durinta y cv. Josefina. Los
ensayos se realizaron en invernadero bajo condiciones controladas, en el IFAPA
Centro Camino de Purchil, Granada, entre los afios 2007 y 2010.

Las plantas de tomate cv. Josefina mostraron mayor tolerancia que el cv. Durinta
frente a la poblacion ensayada de M. incognita, ya que redujeron en menor proporcién su
crecimiento y productividad vegetal.

La poblacion final de neméatodos se vi6 reducida en las plantas micorrizadas frente

a las no micorrizadas y en mayor proporcion en las micorrizadas por G. mosseae.

XXXIV



La bacteria hiperparasita, P. penetrans, fue mas eficaz que las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal en la reduccion de la enfermedad y de las
densidades poblacionales de M. incognita. B. megaterium compenso el efecto negativo
sobre el crecimiento vegetal causado por M. incognita y proporciond un mayor efecto
supresor sobre el neméatodo, en comparacion con la bacteria rizosférica P. putida.

La inoculacién con T. harzianum, y la aplicacion de extractos vegetales y aceites
esenciales, en tomate cv. Durinta, redujeron las variables relacionadas con la infestacion
por nematodos; sin embargo, en el cv. Josefina Unicamente redujeron la severidad de la
enfermedad. De entre los cuatro fitoquimicos ensayados, el aceite procedente de A.
indica se presentd como el tratamiento mas efectivo en la reduccion de la densidad final
de nematodos en plantas de tomate cv. Durinta, mientras que el cv. Josefina, el
tratamiento mas efectivo en la reduccién de la densidad final de neméatodos fue el que
combind G. mosseae y extracto de Q. amara.

3. Se ensayo la efectividad del uso combinado de la solarizacion y la aplicacién al suelo de
gallinaza (sin tratar o peletizada), para el control de M. incognita en cultivos de clavel cv.
Picaro bajo plastico en invernadero. Se realizaron tres ciclos de cultivo entre 2005 y
2010 en la zona de Chipiona, Cadiz. Entre los diferentes tratamientos aplicados al suelo
se incluyeron 1,3-dicloropropeno+cloropicrina, solarizacion y gallinaza, o
combinaciones de ellos. Tras nueve meses de cultivo, se estimaron las densidades de
nematodos en suelo, la incidencia y severidad de la enfermedad y la produccion
comercial de clavel.

La solarizacion del suelo aplicada individualmente no proporcioné suficiente
control sobre el nematodo agallador. La fumigacion quimica del suelo, con 1,3-
dicloropropeno+cloropicrina, fue el tratamiento mas efectivo para reducir las
densidades de nematodos en suelo y para mantener bajos niveles en toda la estacion de
crecimiento. Aunque la combinacion de la solarizacion del suelo y la gallinaza, sin tratar
0 peletizada, fue ligeramente menos efectiva en el control del patdgeno, las
producciones tras nueve meses de crecimiento fueron similares a aquellas obtenidas
tras la fumigacion quimica del suelo. Sin embargo, las parcelas tratadas con gallinaza

mostraron limitaciones para el control de la enfermedad a largo plazo.

Mediante estos estudios hemos obtenido la percepcion del impacto de los problemas
nematoldgicos y la distribucion de especies, en cultivos horticolas protegidos en la zona
almeriense, y se ha detectado un posible problema de desinformacion que debe solventarse

XXXV



con la investigacion y transferencia de los resultados de esta. Asimismo, aunque han sido
escasas las sinergias alcanzadas entre combinaciones de microorganismos y/o fitoquimicos,
el efecto positivo logrado nos indica el beneficio de continuar estudiando estos métodos de
control bioldgico e intentar buscar aplicaciones conjuntas de microorganismos y extractos
vegetales cuya sinergia sea factible y beneficiosa. Ademas, se recomiendan las evaluaciones
en microparcelas para comprobar su efectividad en suelo. También podemos determinar
que, la utilizacion de estiércol procedente de granjas avicolas, como método de control
nematoldgico, requiere mas estudios para conseguir una efectividad sostenible. Su eficiencia
y los factores adicionales que suponen su bajo coste y la oportunidad de reciclaje de
desechos procedentes de estas granjas, hacen atractiva su utilizaciobn y futuras
investigaciones.

XXXVI



INTRODUCCION







Introduccion

1. HORTICULTURA PROTEGIDA EN ANDALUCIA

La agricultura ha tenido una importancia relevante en la sociedad andaluza durante
siglos. Atendiendo a su uso, en el aflo 2009 las 8.737.052 ha del territorio andaluz se
dividieron en tierras de cultivo (3.607.816 ha), prados y pastizales (1.109.023 ha), terrenos
forestales (2.607.676 ha) y otras superficies (1.412.537 ha), lo que indica que el 41,29 % del
territorio andaluz estd dedicado a la produccion agricola en particular, sin incluir otros
sectores productivos primarios como la ganaderia o la silvicultura (Ministerio de Medio
Ambiente, Medio Rural y Marino, 2010).

De esta superficie, los grandes grupos de cultivos herbaceos tradicionales como
cereales, leguminosas de grano, tubérculos, industriales y forrajeros ocupan la mayor
extension. No obstante, los cultivos horticolas (hortalizas, flores y ornamentales), a pesar
de ocupar tan sélo 128.021 ha, son los mas rentables por unidad de superficie, llegando a
suponer el 45,3 % de la produccion vegetal agricola en Andalucia durante el afio 2009, con
un valor nominal en torno a los 3.200 millones de euros (Analistas Econdmicos de
Andalucia, 2009; Duran et al., 2009). Esto es debido a que:

a) Alcanzan rentabilidad incluso en superficies pequefias.

b) Pueden adaptarse a los sistemas de cultivo ecoldgico, integrado y convencional.

c) Presentan ciclos de cultivo cortos, lo que permite realizar varias cosechas al afio.

d) El precio que alcanzan en el mercado se halla estrechamente relacionado con la
precocidad de la cosecha.

Ademas, la implantacién de innovaciones tecnoldgicas que permiten el desarrollo de
cultivos horticolas bajo proteccion (invernaderos), mitiga las limitaciones que el medio
fisico impone a la produccion agricola y ofrece la posibilidad de prolongar o extender la
produccion hacia épocas climatologicamente poco favorables, con el fin de atender la
demanda continua del mercado (COTEC, 2009). El desarrollo de los materiales plasticos
ha sido una de las causas determinantes de la gran expansion de los invernaderos de
plastico a nivel mundial. La reduccién de costes, en relacion con los invernaderos
tradicionales de vidrio, permite su uso en condiciones ventajosas de rentabilidad, en
muchas areas de clima mediterraneo durante la estacion fria. En Europa, este desarrollo se
localizd en las regiones mediterraneas costeras durante la segunda mitad del siglo XX,
donde las suaves temperaturas invernales y la estabilidad del clima, derivada de la

proximidad del mar, proporcionan unas condiciones muy favorables para el
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establecimiento de cultivos de hortalizas de exigencias térmicas medias, cuyos limites
podemos cifrar en temperaturas que oscilan entre 12° C (minimas) y de 32° C (maximas)
(Nisen et al., 1988), principalmente tomate, pimiento, pepino, berenjena, judia verde,
calabacin, freson y flor cortada. Actualmente, el sudeste espafiol acoge una de las mayores
concentraciones de cultivos horticolas protegidos bajo plasticos, siendo superada a escala
mundial sélo por Chinay Japon (Castilla, 2007).

Andalucia es la comunidad autbnoma que mas aporta a la horticultura nacional, tanto
en superficie dedicada como en producciones obtenidas, con 128.021 ha dedicadas a dichos
cultivos (5.474 ha en secano; 68.133 ha en regadio al aire libre y 54.414 ha en cultivos
protegidos), entre los que destacan las 42.000 ha de cultivos horticolas protegidos en las
provincias de Almeria y Granada (Figura 1), las 6.500 ha dedicadas a la produccion de fresa
y freson en la provincia de Huelva y las 290 ha dedicadas a flor cortada en Cadiz.

Figura 1. Area de produccion de cultivos horticolas protegidos de la costa de Almeria.

#Roquetas de Mar

Image © 2011 DigitalGlobe.

© 2011 TeaHES WGoogle
Image © 2011 Instituto deCartografia de Andalucia
M—I—J Data S10, NOAA, U:S" Navy, NGA, GEBCO

Fecha de las imagenes: 10/1/2004 36°55'20.61" N 2°31'46.21"O elev. 422 m Alt. ojo 96.49 km

Fuente:(Google Earth ©, 2010)

1.1. HORTICULTURA PROTEGIDA EN EL SUDESTE ANDALUZ

El alto grado de innovacién y productividad desarrollado en los Gltimos afios, ha
situado a la horticultura como principal sector agricola de Andalucia y mayor exportador
agricola nacional. La produccién total de hortalizas en el afio 2009 fue de méas de 9.103.100
t, de las cuales el 12% se exporta a paises de la Unién Europea cada afio. En concreto, en
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las costas de las provincias de Almeria y Granada se localiza la principal zona de
produccion horticola intensiva de Espafia con un valor de la produccion comercializada
superior a 2.500 millones de euros, (Analistas Econémicos de Andalucia, 2009; Ministerio
de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino, 2010). Este sistema productivo ha estado en
uso por mas de 40 afios y ha contribuido, significativamente, a la prosperidad de la region.
Por tanto, puede ser considerado como un sistema de referencia para el creciente nimero
de zonas en las que se estan implantando cultivos horticolas intensivos protegidos bajo

plésticos, tanto en areas mediterraneas, como en América central y del sur.

Los cultivos protegidos de Almeria y Granada se caracterizan por el uso de
estructuras de bajo coste, con un reducido consumo de energia, un minimo control del
microclima dentro del invernadero, sistemas de riego localizado y suelos altamente
modificados. Aproximadamente el 80% de los cultivos estan establecidos sobre un sistema
de enarenado, mientras que el 20% restante se encuentra sobre suelos naturales de la zona
0 sobre sustratos artificiales (Montero et al., 2009). El “enarenado almeriense” consiste en
una capa de suelo natural o importado de excavaciones préximas, de naturaleza franco-
arcillosa de unos 20 cm de profundidad, sobre la que se incorpora un horizonte organico
compuesto fundamentalmente de estiércol, a una dosis de 10 kg/m?, del que parte se suele
mezclar con el suelo y parte se deja sobre €l, por Ultimo, se incorpora una capa de arena en

la superficie de 8-10 cm de espesor (Figura 2).

/ Figura 2. Estructura del enarenado almeriense. \

Arena

Estiércol
Suelo afiadido

Suelo autéctono

N /

En cuanto a los sistemas de produccion agricola, segin el manejo que se haga del
cultivo, principalmente en relacion al uso de agroquimicos, actualmente se siguen tres
sistemas (Agra-Ceas, 2002):
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a) Convencional. Se incide en la aplicacion de agroquimicos y uso de la tecnologia
para el incremento de la productividad vegetal y el beneficio econémico.

b) Integrado. Sistema de produccion tecnolégicamente intensiva en el que se enfatiza
por igual la productividad agricola y la proteccién del medio ambiente.

c) Ecoldgico. El uso de agroquimicos no esta permitido. Se prioriza el uso sostenible
de los recursos naturales.

Los principales cultivos en el area son solanaceas como el tomate, pimiento y
berenjena; cucurbitaceas como el pepino, meldn, sandia y calabacin; y leguminosas como la
judia verde (Céspedes et al., 2009). Datos de producciones y valor de cada cultivo en las
provincias de Almeria y Granada, durante la campafia 2009-2010, se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Superficie cultivada, rendimiento, produccidn, precio percibido por el agricultor y valor
econdmico en origen de los principales cultivos horticolas protegidos en el sudeste andaluz.

Superficie cultivada Rendimiento Produccidn total Precio Valor econémico

Cultivo

(ha) (kg/ha) (Toneladas) (€/kg)  (millones de €)

Pimiento 7.738 61.228 473.780 0,6999 331,60
Tomate 10.719 89.435 958.654 0,3240 310,60
Pepino 6.501 74.610 485.040 0,4239 205,61
Calabacin 4.759 54.241 258.134 0,4287 110,66
Sandia 4501 75.095 338.001 0,2306 77,94
Berenjena 1.879 73.488 138.084 0,4984 68,82
Melén 4177 38.802 162.074 0,3010 48,78
Judia Verde 1.173 16.965 19.900 1,3402 26,67

Campafia 2009-2010. Fuente: (Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino, 2010)

En general, los cultivos se trasplantan al campo como plantones de seis a ocho
semanas de edad, procedentes de viveros especializados, excepto en el caso de la judia

verde que se siembra como semilla. Los ciclos de cultivo mas comunes son:

a) Un ciclo de primavera, en el que se realiza la siembra o trasplante en el periodo de
diciembre a febrero y en el que se mantiene el cultivo hasta marzo-junio.

b) Un ciclo de otofio-invierno, que comienza con el trasplante desde final de julio
hasta septiembre y en el que se mantiene el cultivo hasta enero-marzo, aunque
dependiendo de los precios obtenidos en el mercado, en algunos casos el cultivo,
en particular de tomate, se puede prolongar hasta junio.
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Aunque el monocultivo de tomate es comUn, en numerosas ocasiones, ambos ciclos
de cultivo se combinan usando diferentes esquemas rotacionales, principalmente

alternando solanéceas y cucurbitaceas (Meneses y Castilla, 2009).

La mayoria de las explotaciones reciben asesoramiento técnico por parte de personal
cualificado (Ingenieros Técnicos Agricolas), que son contratados por las cooperativas en las
que los agricultores se asocian para comercializar los productos, aunque también existe una
pequefia proporcion de trabajadores autdnomos que se dedican al asesoramiento técnico de
las explotaciones de forma independiente. La mayoria de estos técnicos poseen formacion
universitaria en agronomia y se enfrentan al manejo y control de las plagas y enfermedades
habituales en la zona diariamente, por lo que suponen una importante fuente de experiencia
e informacion. Ademas, en el caso de la proteccion de cultivos, es también frecuente que el
agricultor reciba informacion de los representantes comerciales de las distintas casas de
fitosanitarios establecidas en la zona (Céspedes et al., 2009).

Para paliar los efectos de plagas y enfermedades en los cultivos del sudeste peninsular
se recurre principalmente al uso de fitosanitarios, aunque en los ultimos cinco afios el
mercado del control bioldgico de plagas ha experimentado una fuerte expansion. Los
productos mas utilizados son los insecticidas (35,4%) y fungicidas (24,5%), siendo de
especial interés el uso de nematicidas (15-20%), comparativamente mucho mayor que la
media nacional, en la que el consumo de nematicidas no llega al 4-5%. La desinfeccion del
suelo mediante el uso de agroquimicos fumigantes como el 1,3-dicloropropeno o metam-
sodio es una practica cultural generalizada en los monocultivos intensivos y, como tal, mas
del 80% de los agricultores de la zona que practican monocultivo de tomate reconoce su
uso, bien anualmente o bien una vez cada dos o tres afios (Céspedes et al., 2009).

Aunque la productividad agricola, competitividad y rentabilidad econémica de los
cultivos horticolas bajo plasticos en el sudeste espafiol estd ampliamente documentada
(Castilla, 2005), es también de sobra conocido que, la intensificacién y el monocultivo o
especializacion en un reducido nimero de cultivos de alto valor econémico, favorecen el
aumento en la incidencia y abundancia de plagas y enfermedades que les afectan (Elad,
1999). En concreto, segun Ornat et al., (1999), la extension de los problemas causados por
nematodos fitoparasitos en Espafia, en particular Meloidogyne spp., ha coincidido con la
intensificacién de la agricultura y el desarrollo de los cultivos protegidos. No obstante, aun
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no se dispone de una estimacion sistematica de la incidencia de las enfermedades causadas

por nematodos fitoparasitos en los cultivos protegidos del sudeste peninsular.

1.2. CULTIVOS PROTEGIDOS DE FLOR CORTADA EN EL SUDOESTE ANDALUZ

Espafia es el segundo mayor productor de flor cortada dentro de la Union Europea.
El principal cultivo es el clavel (Dianthus caryophyllus L.), cultivado principalmente en la
provincia de Cadiz, donde un total de 290 ha se utilizan para su produccién, con una
productividad anual de 38 millones de docenas de tallos y un valor comercial de
aproximadamente 68 millones de euros (Analistas Econdmicos de Andalucia, 2009;
Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino, 2010). La produccién se realiza bajo
condiciones de crecimiento protegido en invernaderos de plastico sin calefaccion, por lo
general de menos de 5000 m?. Los esquejes enraizados de clavel se importan desde
Holanda, Israel, Italia 0 de otras regiones espafiolas, y se plantan desde mitad de junio hasta
finales de julio. Los primeros tallos se recolectan desde finales de noviembre, realizdindose
las siguientes cosechas a intervalos determinados hasta mayo-junio del siguiente afio,
cuando las temperaturas llegan a ser demasiado elevadas para obtener buena calidad de las
flores. En este momento, algunos agricultores rotan con cultivos de primavera-verano
(tomate, meldn, sandia), mientras otros podan los claveles e interrumpen la cosecha hasta el
final del verano, cuando el cultivo se reanuda. En este caso, el cultivo se mantiene en el

campo durante dos afios (Plaza et al., 2008).

2. NEMATODOS FITOPARASITOS

Los nematodos son organismos microscépicos pseudocelomados, no segmentados,
vermiformes y con simetria bilateral, con una longitud entre 0,1 y 3 mm y un didmetro unas
20 veces menor que su longitud, aunque algunas especies se tornan redondeadas en sus
Ultimas fases. Tienen una cuticula exterior que es secretada internamente desde la
hipodermis. Los musculos se unen longitudinalmente a la hipodermis del nematodo,
permitiéndoles moverse en direccion dorso ventral. Poseen un tubo digestivo compuesto
esquematicamente por eséfago, intestino y ano, desde la region cefélica hasta la cola, pero
no tienen sistema circulatorio ni respiratorio definidos. Los adultos son facilmente

identificables por la presencia de un sistema reproductor. Casi todas las especies poseen
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sexos separados y, por lo general, los machos son mas pequefios que las hembras. Las
hembras presentan uno o dos ovarios, Utero, vagina y vulva y, en ocasiones, son
observables una o dos espermatecas donde se almacena el esperma. Los machos se
distinguen facilmente por la presencia de un aparato copulador en la parte posterior del
cuerpo. En general, presentan seis etapas en su ciclo de vida: huevo, cuatro estadios
juveniles y adultos. Los pasos entre estadios juveniles y hasta adulto estan separados por
mudas (Decraemer y Hunt, 2006).

Los nematodos constituyen el grupo mas abundante de animales pluricelulares en la
tierra, ocupando tanto habitats acuaticos como terrestres. Existen nematodos bacterivoros,
fungivoros, omnivoros, predadores, parasitos de insectos y parasitos de plantas
(fitoparésitos). Es importante decir que, aunque asociemos frecuentemente el término
“nematodos” a patdgenos causantes de enfermedades de los cultivos, no todos los
nematodos del suelo son dafiinos para la agricultura, sino que también hay nematodos que
juegan un importante papel regulador en los ciclos de nutrientes, asi como nematodos
entomopatdgenos que son importantes agentes de control bioldgico de plagas y que, al ser
beneficiosos desde un punto de vista agricola, deberian ser tenidos en cuenta a la hora de la
planificacion y adopcion de medidas de control nematoldgico en campo.

Los neméatodos parasitos de plantas viven y se mueven en la pelicula acuosa existente
en el laberinto de microtineles del suelo y dentro de los tejidos vegetales. Todos tienen
alguna forma de estilete o arp6n oral, que les permite perforar la pared de las células de la
planta hospedadora para alimentarse. De acuerdo a sus habitos alimenticios y movilidad se

agrupan en:

a) Ectoparasitos. Durante todo el ciclo de vida se mantienen fuera de la raiz y se
alimentan de células de la epidermis o células un poco mas profundas en la raiz.
Tienen la capacidad de moverse hacia nuevos sitios de alimentacion (e.g.
Criconemoides, Longidorus, Trichodorus, Tylenchorhynchus, Xiphinema).

b) Endoparasitos migratorios. Penetran al sistema radical y se alimentan de las células
de la raiz a medida que migran (e.g. Pratylenchus).

¢) Endoparésitos sedentarios. Penetran al sistema radical, pierden la capacidad de
moverse y mantienen un sitio activo de alimentacion a través de células de la raiz

altamente modificadas (e.g. Meloidogyne, Globodera, Heterodera, Tylenchulus).
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La mayor parte de las pérdidas de produccion agricola que causan los nematodos esta
relacionada con su proceso de la alimentacion ya que, disminuyen la capacidad de las raices
para captar y transportar nutrientes al resto de la planta, lo que se traduce en un
debilitamiento general y en pérdidas de produccion. Los nematodos fitoparasitos pueden
producir pérdidas en los cultivos como patdgenos por si mismos, pero también como
vectores de otros patdgenos (e.g. el virus del entrenudo corto o GFLV transmitido por
algunas especies de Xiphinema en vifia) o por la interaccion con otros patdgenos en
enfermedades complejas, como la muerte prematura del melocotonero causada por la
interaccién de Pseudomonas syringae Van Hall y Criconemoides xenoplax (Raski) Loof y de
Grisse.

Los efectos de los nematodos fitoparasitos sobre los cultivos se subestiman
frecuentemente por agricultores y técnicos agricolas debido a los sintomas inespecificos
que producen, que suelen confundirse con desordenes nutricionales, estrés hidrico,
problemas de fertilidad del suelo, asi como con otras infecciones secundarias causadas por
hongos y bacterias, cuya entrada puede estar facilitada por la accion del neméatodo. No
obstante, estimaciones de diversas fuentes sugieren que los nematodos parasitos de plantas
reducen la produccion agricola mundial entre un 12% y un 20% (Society of Nematologists,
1994; Trudgill y Blok, 2001), lo que representa aproximadamente unos 100.000 millones de
dolares anuales (Oka et al., 2000a). Esta estimacion de pérdidas seria ain mayor si no se
usasen medidas de control nematoldgico ya que, a menudo se hace después de la aplicacion
de medidas de control generales, como la desinfeccién del suelo, lo que implica una
percepcion reducida de la severidad e incidencia de estas enfermedades entre agricultores y

técnicos agricolas.

A nivel de observacion de campo, las enfermedades causadas por nematodos se
suelen manifestar como rodales irregulares de crecimiento pobre, de forma circular o
elipsoidal. En planta, los sintomas observables en la parte aérea incluyen atrofia vegetal,
pérdida de vigor, clorosis foliar, marchitamiento, caida prematura de las hojas, senescencia
y, en el caso de nematodos que atacan las partes aéreas (Anguina, Aphelenchoides,
Ditylenchus), se pueden observar manchas foliares, putrefacciones y distorsiones en cuello y
bulbos, asi como agallas en las espigas de algunos cereales. En el sistema radical, algunos
nematodos pueden producir sintomas caracteristicos como los nddulos o agallas causadas

por Meloidogyne (Figura 3), u otros mas inespecificos, como lesiones necroticas y
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proliferacion de raices secundarias. La severidad de todos estos sintomas depende de la
especie y raza del nematodo implicado, la susceptibilidad del cultivo hospedador y la
densidad de la poblacion de neméatodos en suelo en el momento de la siembra. En general,
todos estos sintomas son bastante inespecificos y podrian estar causados por otros agentes
patdgenos, por lo que una correcta diagnosis nematoldgica debe estar basada no sélo en la
observacion de sintomas atribuibles a nematodos fitopatdgenos sino ademas, en la
confirmacion del diagnéstico mediante el aislamiento del neméatodo en laboratorio y la
reproduccion de los sintomas en el cultivo hospedador, en ensayos controlados siguiendo
los postulados de Koch (Coyne et al., 2007).

Figura 3. Sintomas causados por Meloidogyne spp. en
raices de tomate (a) y cultivo de clavel (b).
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Tabla 2. Principales géneros de nematodos fitoparasitos en Espafia. Sintomas y cultivos.

Nematodo SIICINES Cultivos

Agallas en raices

Meloidogyne Debilitamiento general de la planta

Cereales, Horticolas,
Frutales, Ornamentales

Lesiones y destruccién de raices

Pratylenchus Debilitamiento general de la planta Cereales, Horticolas,

Frutales, Ornamentales

Cuentas de collar en raices

Globodera, Heterodera Debilitamiento general de la planta Cereales, Leguminosas,

Patata, Remolacha, Tabaco

Distorsiones en hojas y bulbos
Ditylenchus Decoloracion de los bulbos Ajo, Cebolla, Cereales

Deterioro radicular
Tylenchulus Debilitamiento general de la planta Citricos

Engrosamientos y necrosis radicular

Xiphinema, Longidorus, Debilitamiento general de la planta

Trichodorus,

. Numerosos cultivos
Paratrichodorus

Transmisores de virus

Aphelenchoides Distorsiones y necrosis en las hojas Arroz, Fresa, Ornamentales

Distorsiones en las espigas y granos de los

Anguin
guina cereales

Cereales y pastos

Fuente: Talavera, 2004

De todos los nematodos fitoparasitos, los “formadores de agallas en las raices” o
especies del género Meloidogyne son los que mas limitan la produccion horticola (Trudgill y
Blok, 2001). En Espafia las pérdidas causadas por nematodos fitoparasitos en horticolas
han sido estimadas en torno al 12% (Bello et al., 1996), pero en el caso de Meloidogyne spp.
varian entre el 15% y el 60% de la cosecha (Verdejo-Lucas, 1999). Dentro del género
Meloidogyne han sido descritas mas de ochenta especies (Subbotin y Moens, 2006), de las
cuales diez son importantes organismos fitopatdgenos y cuatro de ellas se encuentran
distribuidas en areas agricolas de todo el mundo, por lo que se consideran las principales
especies de este género. Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood, Meloidogyne hapla
Chitwood, Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood y Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood, suponen el 95% de todas las citas de enfermedades causadas por neméatodos
formadores de agallas en la raices, siendo M. incognita la especie que causa pérdidas mas
importantes econdmicamente (Hussey y Janssen, 2002) ya que, es capaz de reproducirse en
mas de 2000 especies de plantas (Jung y Wyss, 1999). Especies del género Meloidogyne han
sido descritas parasitando cultivos horticolas, ornamentales y frutales por toda Espafia
(Bello et al., 1996) y particularmente en Andalucia (Andreu-Lopez et al., 1986; Salmerén y
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Cabello, 1989; Ornat et al., 1999; Talavera et al., 1999). Los neméatodos del género
Meloidogyne también estdn entre los patdgenos del clavel més destructivos, causando
pérdidas econdmicas de entre el 10-20% (Cho et al., 1996).

La infestacion de la planta por Meloidogyne es llevada a cabo por neméatodos en el
segundo estadio juvenil (J2), los cuales eclosionan de los huevos en suelo y migran
libremente hacia las raices en respuesta a un estimulo quimico procedente de éstas (Gaur et
al., 2000). Penetran en las raices a nivel de la caliptra y migran entre las células corticales
hasta alcanzar el cilindro vascular, donde inducen sitios de alimentacion en los que varias
células dispuestas alrededor de la cabeza del neméatodo incrementan su tamafio para formar
las llamadas “células gigantes”. Las células del parénquima y del periciclo circundantes se
hipertrofian dando lugar a las caracteristicas agallas 0 nddulos radiculares. EI nimero y el
tamafio de estas agallas dependen de la susceptibilidad del hospedador y de la densidad de
poblacion inicial de neméatodos en suelo. Los juveniles establecidos en las raices se
desarrollan hasta adultos. Las hembras permanecen unidas a su sitio de alimentacion,
donde producen huevos que seran liberados al suelo dentro de una matriz gelatinosa. El
numero de huevos producido por cada hembra varia segun la especie, oscilando entre 50 y
2000 huevos. El ciclo de vida es completado en 4-6 semanas, dependiendo de la
temperatura del suelo (Hussey, 1985).

Como fitoparasitos, los nematodos formadores de agallas afectan al crecimiento y
productividad de la planta, debido a la destruccion del tejido vascular de la raiz en los sitios
de alimentacion, lo que provoca restricciones en el flujo hidrico y de nutrientes
(Melakeberhan y Webster, 1993). Este estado nutricional de la planta puede evaluarse
durante el cultivo mediante parametros no destructivos como el contenido de clorofila en
las hojas de las plantas (Wood et al., 1992), la temperatura de la cubierta vegetal (Tarkalson
y Payero, 2008), la longitud de la planta, el grosor del tallo y la produccion de flores y frutos
(en nimero y peso). Al final del ciclo de cultivo, los efectos de los nematodos fitoparésitos
sobre el estado nutricional de la planta se pueden medir también mediante parametros
como la biomasa (peso freso y peso seco) de la parte aérea y del sistema radical del cultivo,
0 bien mediante andlisis bioquimicos de contenidos en micro y macronutrientes u otros

productos metabdlicos (Prokarel y Kruchina, 1991).
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3. CONTROL Y MANEJO DE NEMATODOS FITOPARASITOS

Convencionalmente, el control de estos patdgenos se ha realizado mediante el uso de
fumigantes quimicos del suelo, tales como el bromuro de metilo y el 1,3-dicloropropeno +
cloropicrina. Sin embargo, la eliminacion gradual del bromuro de metilo (United Nations
Environment Programme, 1992) y la prohibicién europea del 1,3-dicloropropeno, asociado
a las restricciones en el uso de otros nematicidas (European Commission, 2007), ha
reducido el numero de alternativas viables para la desinfeccion del suelo en los paises
europeos. Los fumigantes quimicos alternativos, tales como el disulfuro de dimetilo,
recientemente aprobado por la agencia de proteccion medioambiental de los Estados
Unidos para uso agricola (Coosemans, 2005; Environmental Protection Agency, 2010), aln
no se han registrado en Europa.

Las actuales directivas comunitarias para el control de plagas y enfermedades
(European Commission 2009a, 2009b) recomiendan la implementacion de procesos de
manejo integrado basados en los principios de prevencion, reduccion del indculo del
patdgeno o de las densidades de la poblacién del fitoparasito y tolerancia-resistencia de la
planta hospedadora, dando como resultado consecuencias favorables desde el punto de
vista econémico y medioambiental (Bird, 1981). En el caso de nematodos fitoparasitos, el
principal objetivo del control integrado es, por tanto, conseguir que sus densidades de
poblacion en suelo, justo antes de la siembra o trasplante, se mantengan a niveles por
debajo de los umbrales de dafio, (manejo preventivo), asi como minimizar las pérdidas

(incidencia y severidad de la enfermedad) durante el cultivo (manejo permanente).

Aungue el control de las enfermedades causadas por nematodos fitoparasitos, y en
particular Meloidogyne spp., es particularmente dificil debido a su amplio rango de
hospedadores, periodos cortos de generacion y alta tasa reproductiva (Trudgill y Blok,
2001), el manejo integrado de Meloidogyne, no ha recibido suficiente atencion hasta las
Ultimas décadas del siglo XX, debido principalmente a la disponibilidad de fumigantes de
amplio espectro, los cuales mantenian las poblaciones de estos fitoparasitos por debajo de
los umbrales de dafio, en la mayoria de los casos. La prohibicion y restriccion del uso de
fumigantes como el bromuro de metilo (Ozone Secretariat of the United Nations
Environment Programme, 2006) o el 1,3-dicloropropeno (European Commission, 2007),
como resultado de una mayor preocupacion ambiental y sanitaria, ha dirigido los esfuerzos

en investigacion hacia la basqueda de otras alternativas de control, que sean mas aceptables
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desde la perspectiva ambiental, como la rotacidn de cultivos, el uso de enmiendas organicas
en procesos de biofumigacion, la solarizacion del suelo, el uso de cultivares resistentes e
injertos y la aplicacion de agentes bioldgicos que protejan a la planta hospedadora
(proteccion bioldgica) o disminuyan las poblaciones del nemétodo fitoparasito (control
bioldgico). No obstante, ninguna de estas alternativas ha mostrado hasta el momento una
efectividad comparable a la de los nematicidas fumigantes en el control nematoldgico,
sobre todo cuando las densidades de nematodos fitoparasitos en suelo son elevadas o
cuando se requiere un control prolongado en el tiempo, como en el caso de cultivos de
ciclo largo (Talavera, 2004). Es por ello que, la busqueda de nuevas medidas de control
nematolégico sigue siendo necesaria en general, mientras que la investigacion y
experimentacion sobre la combinacion e integracion de varios metodos de control
adaptados a las condiciones agroambientales locales, se muestra como prioritaria para el

manejo de estos cultivos horticolas intensivos.

Dependiendo del momento de su aplicacion, los métodos para el control y manejo de
las enfermedades causadas por nematodos fitoparasitos pueden ser divididos en tres
bloques:

a) Medidas preventivas y de cuarentena, que eviten la introduccion de determinados
nematodos fitoparasitos en campos previamente libres de ellos.

b) Medidas de control pre-plantacion, que reduzcan las densidades de poblacion de
nematodos fitoparasitos en suelo por debajo de los umbrales de dafio en el
momento de la siembra o trasplante.

c) Medias post-siembra o post-trasplante, cuyos objetivos principales son intentar
evitar, en la medida de lo posible, la entrada del neméatodo en la planta y, en su
caso, compensar o disminuir las pérdidas causadas por ellos.

3.1. MEDIDAS PREVENTIVAS Y DE CUARENTENA

En general, el control nematolégico deberia ser esencialmente preventivo, porque
una vez la planta es parasitada, es imposible eliminar el neméatodo sin destruir también el
cultivo hospedador. Por tanto, la prevencion frente a la introduccién de nemétodos en
areas donde no se encontraban anteriormente deberia ser la primera medida de control.
Los métodos de prevencion y cuarentena utilizan estrategias que restringen el movimiento

de plantas y suelos procedentes de areas infestadas, como el control fronterizo del material

Maria Elena Flor Peregrin 15



Introduccion

de siembra (semillas, plantones y sustratos), la destruccion de cultivos infestados, la
prohibicion del uso de cultivos hospedadores en zonas de riesgo o la higienizacion del
material de labranza, y suelen ser implementados por recomendaciones desarrolladas por
agencias regionales o nacionales, aunque la implicacion de agricultores y técnicos agricolas

es fundamental para su éxito.

3.2. MEDIDAS PRE-PLANTACION

Una vez que los neméatodos han sido detectados en el campo, la accion més efectiva
para disminuir las pérdidas causadas por ellos es la reduccion de sus densidades de
poblacion en suelo, antes de que se establezca el cultivo (Stirling, 2000). Esto se puede
conseguir mediante técnicas culturales de manejo del suelo, como el barbecho o la rotacion
de cultivos, o mediante el uso de métodos especificos de control dirigidos a estadios
concretos del ciclo del nematodo y basados en principios bioldgicos, fisicos o quimicos,
como el control o proteccion bioldgica, la solarizacion, la biofumigacion y la aplicacion de

productos quimicos nematicidas.

3.2.1. METODOS CULTURALES

Se basan principalmente en la reduccion de la densidad poblacional de los neméatodos
fitoparasitos por inanicion, debida a la ausencia de un cultivo hospedador, bien mediante
barbecho o bien mediante la rotacion con cultivos no hospedadores del nematodo
implicado.

La préctica del barbecho s6lo ha resultado satisfactoria cuando es practicado durante
al menos uno o dos afios antes del establecimiento de un nuevo cultivo. Un barbecho
limpio, en el que se practique ademas un control de las plantas espontaneas es igualmente
importante ya que, las especies de Meloidogyne tienen un amplio rango de plantas
hospedadoras y muchas de estas plantas pueden actuar como reservorios que mantienen, o
incluso aumentan, las poblaciones de nematodos (McSorley et al., 2009). La manipulacion
del suelo durante el barbecho, puede acelerar la mortalidad de los nematodos debido a su
desecacion, o por exposicion directa a la luz solar. Cabe destacar que, cuando se seca el
suelo con las labores, se produce una reduccion de las poblaciones de neméatodos, aunque

hay que tener en cuenta que, en los ambientes mediterraneos éstos pueden emigrar a los
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horizontes mas profundos (Diez y Dusenbery, 1989; Bello et al., 1994), por lo que, las
labores posteriores con volteo pueden devolverlos a la superficie. Ademas, cuando se
replanta un cultivo es importante la eliminacion de las raices del cultivo anterior ya que, los
nematodos pueden sobrevivir en los restos de raices en el subsuelo, donde hay menos
fluctuaciones de temperatura y humedad (Tobar et al., 1996).

La rotacion de cultivos, consiste en la introduccién de cultivos no hospedadores de
los nematodos, evitando la reproduccion de estos y, por consiguiente, reduciendo sus
densidades en suelo. Dependiendo del nematodo implicado, cultivos Utiles para esta técnica
pueden ser determinados cultivares de esparrago, maiz, cebolla, ajo, centeno y soja
(Chellemi, 2002; Ploeg, 2007; Ploeg y Edwards, 2007). Las rotaciones con cultivos que
liberan compuestos alelopaticos al suelo, como algunas especies de los géneros Brassica,
Crotalaria o Tagetes, resultan mas efectivas en la reduccion de las densidades de
poblaciones de nematodos fitoparasitos en suelo (Ploeg, 2002; Monfort et al., 2007; Marla
et al., 2008). En el caso de algunos nematodos quisticos (Heterodera spp. y Globodera spp.),
que tienen un estrecho rango de hospedadores, puede resultar bastante efectiva (Lopez-
Robles et al., 2001). Por el contrario, el control de los neméatodos formadores de agallas en
raices (Meloidogyne spp.) mediante esta técnica, es bastante limitado, debido principalmente
a la naturaleza polifaga de Meloidogyne que estrecha el nimero de cultivos que pueden ser
incluidos en las rotaciones, asi como por el relativo bajo valor econémico de muchos de
aquellos cultivos que no son hospedadores del neméatodo y que si podrian ser incluidos en
las rotaciones.

Una variante de la rotacién de cultivos, consiste en el uso de cultivos de rapido
crecimiento, altamente susceptibles al nematodo que se desee controlar. Una vez que las
plantas han logrado cierto crecimiento, y los nematodos han penetrado en sus raices, éstas
se eliminan del campo, sacando su sistema radical del suelo, de forma que actian como
“cultivos trampa” que extraen parte de la poblacion de nematodos fitoparasitos del suelo y
disminuyen el nivel de indculo inicial (Cuadra et al., 1996; Scholte, 2005).

3.2.2. INUNDACION DEL TERRENO

En las regiones donde el agua es abundante, existen equipamientos para el bombeo
de agua y, en ciertos monocultivos a gran escala (como por ejemplo las patatas), la técnica
de la inundacion se considera una practica Util en el control de neméatodos (Sotomayor et
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al., 1999). La inundacion del terreno, durante 7 a 8 meses, elimina los nematodos al reducir
la cantidad de oxigeno disponible, e incrementando las concentraciones de &cidos
organicos, metano y sulfuro de hidrégeno que son tdxicos para ellos. Sin embargo, esta
alternativa puede originar fenémenos de anaerobiosis que repercuten de forma negativa en
la estructura de los suelos, y un mal manejo de esta técnica puede agravar el problema de
infestacion ya que, el agua es un excelente medio de dispersion para los nematodos y otros
patdgenos en el suelo.

3.2.3. DESINFECCION POR VAPOR DE AGUA O AGUA A ELEVADA TEMPERATURA

El calentamiento del suelo a temperaturas entre 70 y 100 °C, por medio de vapor,
puede usarse para desinfestar el suelo en instalaciones que dispongan de sistemas de
calefaccion. La temperatura del suelo y la duracion del tratamiento térmico determinan si la
eliminacién es total (esterilizacion: pocos minutos a 90-100 °C), o si ocurre solo
parcialmente (pasteurizacion: mezcla de vapor y aire a 70-80 °C).

Aunque el uso de vapor es efectivo en el control de neméatodos, y de un amplio rango
de patdgenos del suelo, uno de sus mayores inconvenientes es el elevado coste econémico
que se requiere en infraestructura cuando este vapor es aplicado en campo, ademas de la
cuidadosa preparacion del suelo para permitir que el vapor penetre en su interior, a lo que
también habria que sumar el coste adicional del combustible y agua necesarios. Por tanto,
solo se aplica en cultivos de elevada rentabilidad econémica (Greco, 2000) y en la
eliminacién de neméatodos del material vegetal en vivero.

3.2.4. SOLARIZACION DEL SUELO

La solarizacion del suelo consiste en el calentamiento, mediante la radiacion solar, de
un suelo labrado, humedecido y cubierto con un acolchado de polietileno transparente
(100-200 galgas). Su mayor ventaja es el control simultaneo de malas hierbas, plagas y
patdgenos del suelo (Stapleton, 2000; Gamliel y Katan, 2009). No obstante, ha sido menos
efectivo en el control de neméatodos parasitos de plantas, y en particular de Meloidogyne
spp., ya que la movilidad de estos parasitos les permite encontrar refugio en capas mas
profundas del suelo, donde las temperaturas no alcanzan el umbral letal (Diez y Dusenbery,
1989). En una etapa posterior, tras la siembra, estos nematodos son capaces de re-colonizar
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el suelo e infestar a las plantas hospedadoras (Stapleton y Heald, 1991; Wang y McSorley,
2008). Ademas, cuando la estacién de siembra y crecimiento se solapa con el periodo
Optimo de solarizacion del suelo, durante los meses més calurosos del afio, la efectividad de
este método se reduce debido a que, la duracién del periodo de solarizacién no alcanza el
minimo requerido. Sus principales limitaciones son la dependencia climética, la larga
duracion del tratamiento (de 40 a 60 dias), y el hecho de que la temperatura necesaria para
eliminar los patdgenos (40-45°C) raras veces alcanza profundidades mayores de los
primeros 10 cm de superficie (Bello et al., 2000). Debido a que la solarizacion es un
proceso pasivo y dependiente de las condiciones climaticas del momento, se ha sugerido su
integracion con otras técnicas de control, para maximizar su eficacia en el control de
patdgenos (Oka et al. 2007).

3.2.5. BIOFUMIGACION Y ENMIENDAS ORGANICAS

La viabilidad de los fitopatdgenos en el suelo se compromete por la descomposicion
de enmiendas organicas ricas en nitrogeno, mediante la liberacion de toxicos volatiles,
como el amonio y el acido nitroso (Lazarovits et al., 2005). La accion fumigante de estas
sustancias volatiles juega un importante papel en la reduccion de las densidades de las
poblaciones de nematodos fitoparasitos, ademas de estimular la actividad de enemigos
naturales y mejorar la estructura y fertilidad del suelo (Bello et al., 2003). Tradicionalmente,
la mayoria de cultivos han recibido materia organica, como medida para mejorar las
estructura y fertilidad del suelo, pero a partir del uso de residuos agro-industriales en
descomposicion y en diversas mejoras en el método de incorporacion de estos al suelo, con
el objetivo de retener los gases fumigantes producidos, la técnica ha pasado a considerarse
como una alternativa efectiva para el control de patdgenos, y a denominarse biofumigacion
(Matthiesen y Kirkegaard, 1993; Bello et al., 2004).

Entre las distintas fuentes de materia organica efectivas en el control de neméatodos,
se incluyen residuos solidos procedentes de semillas oleaginosas, serrin, cafia de azlcar y
remolacha (Bello et al., 2003). El efecto de la adicion de estas enmiendas organicas al suelo
se incrementa cuando poseen compuestos alelopaticos con efecto nematicida, como es el
caso de los glucosinatos e isotiocianatos de especies de los géneros Brassica 0 Tagetes
(Piedra-Buena et al., 2006).
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Esta estrategia combinada con la solarizacion del suelo, que se conoce como
biosolarizacion y consiste en el uso de un film plastico transparente que limita la emision de
gas a la atmdsfera e incrementa la temperatura del suelo, ha mostrado una mayor eficacia

en el control de fitopatdgenos (Gamliel et al., 2000; Ros et al., 2008).

3.2.6. CONTROL QUIMICO CON NEMATICIDAS FUMIGANTES

La fumigacién del suelo con productos quimicos ha sido una de las técnicas mas
efectivas de control nematoldgico hasta la actualidad, aunque s6lo puede aplicarse antes de
la siembra debido a su alta fitotoxicidad. Los fitosanitarios fumigantes son quimicos
volatiles que se liberan en el interior del suelo mediante inyeccion, formulaciones liquidas
emulsificadas via irrigacion, o como granulos que al descomponerse generan gases que
tienen un efecto letal sobre los patdgenos. El éxito de la fumigacion depende del método
de aplicacion, la dosis y la temperatura y humedad del suelo (McKenry, 1978).

Los fumigantes quimicos de amplio espectro, como el bromuro de metilo o el
1,3-dicloropropeno han sido, desde los afios 50, el principal método de control de
nematodos (Oka et al., 2000a; Giannakou y Karpouzas, 2003). No obstante, su uso implica
riesgos sanitarios y ambientales ya que, debido a su efecto biocida inespecifico, producen
interferencias indeseables con otros procesos ecoldgicos beneficiosos en suelo y atmosfera.
Todo ello ha llevado a la prohibicion internacional del uso del bromuro de metilo, la
exclusién del 1,3-dicloropropeno de la lista de fitosanitarios permitidos en la Unidn
Europeay a la limitacion del uso de otros fumigantes, a través de las legislaciones europeay
nacional (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2002; European Commission,
2007). En la actualidad, los Unicos fumigantes del suelo incluidos dentro de los
fitosanitarios autorizados para su uso frente a nematodos en la Union Europea, son el
Dazomet (Basamid ®) y el metam-sodio, (Arapam ®, Laisol ®, Metam-Na ®, Vapam
®,...), mientras que otros se encuentran en revision, o bien excluidos aunque con uso
permitido en determinados cultivos temporalmente, como en el caso del
1,3-dicloropropeno (Agrocelhone ®; Drafolone ®; Telone ®, Telopic ®) (European
Commission, 2009a, 2009b).
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3.2.7. CONTROL QUIMICO CON NEMATICIDAS NO-FUMIGANTES

Existen dos grupos principales de nematicidas no fumigantes, los carbamatos
(carbofuran, oxamilo) y los organofosforados (etoprofos, fenamifos, terbufos, cadusafos).
Estos productos son letales para los nematodos por contacto directo, aunque una vez que
se aplican al suelo, y a partir de los ocho centimetros de profundidad, su accion es
mayoritariamente debida a efectos subletales en el comportamiento, nematostéaticos,
estimulacion de la eclosion de huevos y desorientacion de los neméatodos (Chitwood, 2002).

Se necesitan aplicaciones repetidas en el tiempo para mantener las poblaciones por
debajo de los umbrales de dafio, reduciéndolas hasta un 90%, pero no llegando a erradicar
el problema (Ferris et al., 2004) ya que, teniendo en cuenta los plazos de seguridad
establecidos, generalmente entre 60 y 90 dias, muchos de estos productos ven limitada su
aplicacion al momento de pre-siembra. La eficacia de estos nematicidas se ve también
influenciada por diversos factores como la solubilidad del producto, la textura del suelo, la
cantidad de materia organica presente en él y la degradacién cuando las poblaciones
microbianas son capaces de metabolizarlos (Olthof y Townshend, 1991).

Su uso se encuentra restringido en algunas regiones por la posibilidad de
contaminacion de las aguas subterraneas. En la Unidén Europea, actualmente solo estan
autorizados como nematicidas: Etoprofos (Mocap ®, Sanimul®), Fenamifos (Nemacur ®),
Fostiazato (Nemathorin ®) y Oxamilo (Vydate ®) (European Commission, 2009a, 2009b).

3.2.8. CONTROL QUIMICO CON EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES

Las plantas son una importante fuente de pesticidas de origen natural. Muchos
componentes con actividad nematicida han sido encontrados en plantas, incluyendo
alcaloides, diterpenos, acidos grasos, glucosinatos, isotiocianatos, fenoles, poliacetilenos,
sesquiterpenos y derivados tienilos (Gommers, 1981; Chitwood, 2002; Kim et al., 2008).
Debido a su baja toxicidad en mamiferos, que son biodegradables, multifuncionales, no
persistentes en el medio ambiente y de bajo precio en su produccion, la posibilidad de
desarrollar aceites esenciales para uso en proteccion de cultivos seria un método atractivo

para el manejo de enfermedades (Bharadwaj y Sharma, 2007).

El rango de plantas con actividad nematicida, cuyos extractos o aceites han sido

testados en los Ultimos afios incluye Carum carvi, Mentha rotundifolia, Origanum vulgare
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(Oka et al. 2000a,b), Inula viscosa (Oka et al., 2001), Calotropis procera (Reina et al. 2002),
Artemisia vulgaris (Costa et al. 2003), Tamarindus indica, Cassia siamea, Isoberlinia doka,
Dolnix regia, Cassia sieberiana (Bello et al., 2006), Tagetes erecta (Natarajan et al. 2006),
Avicennia marina (Tarig et al., 2007), Chromolaena odorata (Thoden et al., 2007), Ruta
graveolens (Sasanelli et al. 2007), Azadirachta indica ( Javed et al., 2007, 2008), Phyllanthus
niruri (Shakil et al., 2008), Eugenia caryophyllata (Zouhar et al., 2009), Chamaespartium
tridentatum (Barbosa et al., 2010), Baccharis spp. (Sosa et al. 2012), Ailanthus altissima
(Caboni et al., 2012) y Verbesina encelioides (Oka, 2012).

Una lista de extractos vegetales con actividad frente a nematodos, procedentes de
mas de 100 especies diferentes de plantas fue recopilada por Akhtar y Mahmood (1994).
Algunos de ellos se encuentran comercializados actualmente en Espafia como promotores
del crecimiento vegetal, aunque en sus etiquetas y publicidad informan de una actividad
protectora frente a neméatodos fitoparasitos (Tabla 3).

Tabla 3. Productos basados en extractos vegetales en los que se indica algun efecto frente a
nematodos fitoparasitos.

Referencias

Nombre comercial

Extracto o aceite esencial

Agadirachta indica EII;ﬁgar%riTi; ® Agbenin et al., 2005; Javed et al., 2007,
' 2008; Ntalli et al., 2009
Proneem ®
Phytolacca Humsoil ® Di Vito et al., 2007
Lider ®,
Sesamum Nematon EC ® Tanda et al., 1989
Tagetes Nemafin ® Natarajan et al., 2006
- . Nema-Q ®, .
Quillaja saponaria OL Agri 35 ® San Martin y Magunacelaya, 2005
Mezclas de extractos de: Bio-Agromed @, Agbenin et al., 2005: Bello et al., 2006:
Allium, Artemisia, Avicennia, Dolnix, Bioplasma “N” ®, i i
. . . Costa ¢t al., 2003; Oka et al., 2000a,b;
Calotropis, Carum, Cassia, Chromolaena, ~ Nemakill ®, . . . .
. - . Reina et al., 2002; Sasanelli et al., 2007,
Equisetum, Isoberlinia, Mentha, Nematik ®, ) . .
Origanum, Quassia, Tamarindus, Thymus, ~Nemature ® Tariq ¢t al,, 2007; Thoden et al., 2007,
g ' ' TGS, i ‘ Urban et al., 2008; Zouhar et al., 2009
Ruta, etc. Philonemat ®

3.2.9. RESISTENCIA

Los cultivares con genes de resistencia a nematodos constituyen una de las

principales alternativas para el control de nematodos fitoparasitos ya que, reducen

eficazmente la tasa de multiplicacion del neméatodo en comparacién con plantas
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susceptibles, permitiendo el cultivo en campos infestados sin pérdidas significativas de
productividad (Rich y Olson, 1999; Augustin et al., 2002; Sorribas et al., 2005). El gen Mi.1
en tomate confiere resistencia a M. arenaria, M. incognita y M. javanica (Roberts y
Thomason, 1989), que son las especies mas comunes en los cultivos horticolas protegidos
en Espafa (Verdejo-Lucas et al., 2002; Robertson et al., 2006).

No obstante, las poblaciones de neméatodos pueden reproducirse e incrementar sus
densidades incluso en tomates resistentes portadores del gen Mi.1l (Sorribas y Verdejo-
Lucas, 1994; Talavera et al., 2009), lo cual puede ser atribuido bien a una inhibicion de la
expresion del gen Mi.1 causada por altas temperaturas del suelo (Dropkin, 1969), o por la
existencia de poblaciones virulentas capaces de superar la resistencia proporcionada por el
gen Mi.1 (Noling, 2000). Estas poblaciones virulentas aparecen naturalmente en campo en
ausencia de exposiciones previas a tomate resistente (Kaloshian et al., 1996; Ornat et al.,
2001), pero también pueden ser seleccionadas por una exposicion repetida de la poblacién
de nematodos a variedades portadoras del gen Mi.1 (Verdejo-Lucas et al., 2009).

Una desventaja adicional, del uso de variedades resistentes como método de control
nematoldgico, es la escasa adaptabilidad de éstas a las exigencias del mercado. No obstante
este problema puede ser superado mediante la utilizacion del injerto de variedades
demandadas por el mercado sobre patrones resistentes. La utilizacion de injertos de tomate
en Espafia se encuentra actualmente en expansion (Leonardi y Romano, 2004),
principalmente con los objetivos de incrementar el vigor de la planta y obtener frutos de
tamafio homogéneo prolongados en el tiempo, pero también como un método de control

frente a diversos patdgenos, mediante la utilizacion de patrones resistentes.

Por otra parte, también se han descrito casos de resistencia inducida por agentes
biolégicos o quimicos en tomate frente a M. arenaria y M. incognita (Siddiqui y Shaukat,
20044a; Dababat y Sikora, 2007; Tomczak et al., 2009). La resistencia inducida es aquella que
presenta una planta, en principio susceptible a un patégeno, tras ser expuesta previamente

al mismo patégeno, otro organismo o agente quimico inductor.

3.2.10. CONTROL BIOLOGICO

Se define en un sentido amplio como, la utilizacion de organismos vivos para la

reduccién del dafio producido por una plaga o para la reduccién en la severidad y/o

Maria Elena Flor Peregrin 23



Introduccion

incidencia de una enfermedad (Meyer, 2003; Siddiqui, 2006), y abarca el fortalecimiento del
control natural, la introduccion de especies no nativas y el uso de plaguicidas derivados de
animales, plantas, hongos, bacterias, virus y minerales (Cooping, 2001).

Aunque centenares de agentes de control bioldgico han sido comercializados
mundialmente para el manejo de plagas y enfermedades de los cultivos agricolas (Paulitz y
Belanger, 2001), cuando el objetivo son los neméatodos fitoparasitos ain hay muy pocos
agentes de control bioldgico disponibles comercialmente. Esto se debe fundamentalmente
a las dificultades encontradas para su reproduccion masiva y formulacion comercial y a los
resultados inconsistentes obtenidos en su aplicacién en campo (Meyer y Roberts, 2002). No
obstante, la integracion de tacticas culturales y bioldgicas puede tener un impacto adicional
sobre el rendimiento y sostenibilidad de los cultivos, més alld del impacto sobre los
nematodos, debido a la mejora de las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo.

El suelo es un recurso natural dindmico en el que conviven millones de organismos
vivos como artropodos, anélidos, nematodos, algas, hongos y bacterias. Todos estos
organismos realizan diversas funciones y participan en interacciones que permiten el
mantenimiento de los ciclos biogeoquimicos en el suelo (Coleman et al., 2004). Entre estas
funciones, algunos organismos compiten, inhiben, depredan o parasitan a los nematodos
fitoparasitos y, por tanto reducen sus densidades (Kerry, 2000). Entre ellos, algunas
bacterias de los géneros Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, o Pasteuria (Walia et al., 2000) y
especies de hongos de los géneros Aspergillus, Cylindrocarpon, Dactylella, Hirsutella,
Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium, Pochonia y Verticillium (Walia y Vats, 2000; Butt et
al., 2001; Eapen et al., 2005; Singh y Mathur, 2010a), ejercen un efecto depresor directo
sobre las poblaciones de nematodos fitoparasitos por lo que pueden ser considerados como
agentes de “control biol6gico”. Por otra parte, ciertos microorganismos rizosféricos
pueden establecer una relacion beneficiosa con la planta hospedadora del neméatodo, que
permite reducir los sintomas de la enfermedad causada por estos, por lo que pueden ser
considerados como agentes de "proteccion bioldgica”, principalmente algunas rizobacterias
(PGPR) (Wenke et al., 2010), hongos endéfitos (Sikora et al., 2008) y hongos formadores
de micorrizas arbusculares (AMF) (Barea et al., 1996; Facelli et al., 2009).
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3.2.10.1. Rizobacterias

Los productos metabdlicos de aquellas bacterias que colonizan la rizosfera influyen
tanto en el crecimiento vegetal como en los microorganismos que la habitan, entre ellos los
nematodos (Siddiqui y Mahmood, 2001; Siddiqui y Shaukat, 2003a). Del total de
rizobacterias que han sido identificadas, aproximadamente un 7-10% muestran potencial
antagonista frente a nematodos mediante diversos mecanismos (Tabla 4) (Burkett-Cadena
et al., 2008). No obstante, el potencial antagonista dentro de este grupo es probablemente
mayor, ya que un 90% de ellas ain no han sido estudiadas o cultivadas. La planta, debido a
las exudaciones vegetales, cambia la composicion fisica y quimica del suelo en la rizosfera
(Griffiths et al., 1999; Revsbech et al., 1999; Xu, 2000) pudiendo afectar la habilidad de las
rizobacterias para colonizar esta zona Ma et al. (2001).

Los mecanismos para inhibicion de patdgenos incluyen competicién por ion férrico,
difusién de productos volatiles (Siddiqui, 2006) y competicion por el nicho ecoldgico
(Duffy, 2001). Por otra parte, también debe ser tenido en cuenta como mecanismo
implicado en la tolerancia al nematodo, los efectos estimulantes de la nutricion y de
induccién de resistencia adquirida en planta, producidos por la inoculacion de algunas
rizobacterias (PGPR). Estos incluyen, fijacion de nitr6geno, incremento en la
disponibilidad de nutrientes en la rizosfera, liberacion de fitohormonas o estimulacion de
los efectos beneficiosos de otros simbiontes (Glick, 1995; Vessey, 2003; Siddiqui, 2006).

El género Bacillus incluye una importante variedad de especies Gram-positivas, con
propiedades antagonistas sobre varios patdégenos. Son buenas secretoras de metabolitos,
como el antibi6tico oligomicina (Kim et al., 1999), faciles de cultivar y altamente eficientes
para el control de plagas y enfermedades (Berg y Hallmann, 2006). La capacidad de Bacillus
spp. de formar esporas que sobreviven y permanecen metabdlicamente activas bajo
condiciones adversas (Rodgers, 1989), las hace apropiadas para la formulacién de
productos viables y estables para el control biolégico. En particular, Bacillus megaterium De
Bary, ha sido citado como supresor de las enfermedades causadas por nematodos del
género Meloidogyne (El-Hadad et al., 2010; Huang et al., 2010). Esta bacteria es endofitica y
reside dentro de los espacios apoplasticos de la planta hospedadora, en la unién de las
raices laterales a la raiz primaria (O’Callaghan et al., 2001) o, raramente, en los espacios
intracelulares (An et al., 2001). Esto le confiere la capacidad para competir por el nicho

ecoldgico, siendo este un mecanismo de inhibicion de patdgenos especialmente relevante
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frente a los nematodos agalladores. McCully (2001) argumentd que las fracturas originadas
durante la eliminacion de plantas del suelo son responsables de la aparicién de estas zonas
de entrada bacteriana alrededor de las uniones de las raices laterales y que, en raices
intactas, estos lugares de entrada no existen debido a que las células corticales de la raiz
sellan estas zonas de unién (Peterson y Moon, 1993). Algunas PGPR endofiticas presentan
actividades celulasa y pectinasa (Kovtunovych et al., 1999; Verma et al., 2001) beneficiosas
para la colonizacion radical, sin embargo, las capas celulares fuertemente suberizadas y/o
lignificadas suponen una barrera frente a las bacterias (McCulley, 2001). La aplicacion
conjunta de estas bacterias y de los hongos formadores de micorrizas arbusculares puede
facilitar la entrada bacteriana a la raiz, ya que algunas bacterias pueden utilizar a otros
organismos como vectores para conseguir el acceso a los espacios apoplasticos del
hospedador. Paralelamente, B. megaterium es capaz de aumentar el crecimiento vegetal y de
modificar la arquitectura de la raiz, inhibiendo el crecimiento de la raiz primaria y
provocando simultdneamente un aumento de los pelos radiculares y de las raices
secundarias (LOpez-Bucio et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que produce varios
metabolitos volatiles con actividad nematicida frente a M. incognita (Huang et al., 2010) y,
en experimentos en maceta, se han mostrado efectos reductores de la reproduccion de M.
incognita y del agallamiento sobre plantas de tomate (Singh y Siddiqui, 2010).

Diversas rizobacterias del género Pseudomonas también muestran antagonismo frente
a las poblaciones de nematodos fitoparasitos, a través de la produccion de compuestos
bacterianos con actividad nematicida o nematostética como, sideroforos, &cido cianhidrico
y antibidticos (Hamdan et al., 1991; Nielsen y Sorensen, 2003; Berg y Hallmann, 2006; Lee
et al., 2011). Ademas, se ha comprobado que, en algunos casos, inducen resistencia en las
plantas (Kloepper y Ryu, 2006). Esta actividad dual de los indculos de Pseudomonas la
presentan como una rizobacteria con gran potencial para la bioproteccion y el biocontrol
de nematodos fitopatdgenos (Siddiqui y Shaukat, 2003a). Concretamente, Pseudomonas
putida Trevisan es una bacteria de colonizacion rizosférica, que puede colonizar la rizosfera,
la superficie de la raiz o incluso los espacios intercelulares superficiales (Andrews y Harris,
2000; McCulley, 2001), y ha sido citada en la literatura como supresora de las enfermedades
causadas por Meloidogyne spp. (Aalten et al., 1998; Akhtar y Siddiqui, 2009).
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Tabla 4. Efectos de diversas rizobacterias sobre enfermedades causadas por Meloidogyne spp.

PGPR

Azospirillum brasilense

Efectos descritos

Reduccidn agallamiento y reproduccién

Referencias
Siddiqui y Mahmood, 2001;
Siddiqui, 2004

Azotobacter chroococcum

Reduccidn agallamiento y reproduccién

Siddiqui y Mahmood, 2001,
Siddiqui y Mahmood, 2003;
Siddiqui, 2004

Bacillus cereus

Produccion de metabolitos nematicidas
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Hoffmann-Hergarten et al., 1998;
Oliveiraet al., 2007

Bacillus circulans

Produccién de metabolitos nematicidas

El-Hadad et al., 2010

Bacillus firmus

Inhibicién movilidad de J2s
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Terefe et al., 2009

Bacillus megaterium

Inhibicion eclosién de huevos
Produccién de metabolitos nematicidas
Reduccion agallamiento y reproduccion

Al-Rehiayani et al., 1999; Oliveira et
al., 2007; Padghamy Sikora, 2007,
El-Hadad et al., 2010; Huang et al.,
2010;

Bacillus pumilus

Inhibicion eclosion de huevos
Produccién de metabolitos nematicidas
Reduccion agallamiento y reproduccion

Oliveiraet al., 2007; Siddiqui et al.,
2007; Akhtar y Siddiqui, 2008b

Bacillus subtilis

Reduccidn agallamiento y reproduccién

Hoffmann-Hergarten et al., 1998;
De Araujo y Marchesi, 2009

Bacillus thuringiensis

Produccion de metabolitos nematicidas
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Chen ¢t al., 2000; Khyami-Horani
et al., 2003; Oliveira ¢t al., 2007

Enterobacter ashuriae

Produccién de metabolitos nematicidas

Oliveira et al., 2007

Enterobacter cloacae

Produccién de metabolitos nematicidas

Oliveira et al., 2007

Paenibacillus illinoisensis

Inhibicién eclosion de huevos

Jung ¢t al., 2002

Paenibacillus lentimorbus

Reduccidn agallamiento y reproduccion

Son et al., 2009

Paenibacillus macerans

Produccién de metabolitos nematicidas

Oliveira et al., 2007

Paenibacillus polymyxa

Inhibicion eclosion de huevos
Produccién de metabolitos nematicidas
Reduccion agallamiento y reproduccion

Son ¢t al., 2009; El-Hadad ¢t al.,
2010; Siddiqui et al., 2007; Khan et
al., 2008

Pseudomonas aeruginosa

Produccion de metabolitos nematicidas
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Ali et al., 2002; Siddiqui y
Ehteshamul-Haque, 2001

Pseudomonas alcaligenes

Inhibicion eclosion de huevos
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Siddiqui et al., 2007; Akhtar y
Siddiqui, 2008b

Pseudomonas chlororaphis

Produccién de metabolitos nematicidas

Leeetal, 2011

Pseudomonas fluorescens

Reduccidn agallamiento y reproduccién

Aalten et al., 1998; Siddiqui y
Mahmood, 1998; Siddiqui y
Mahmood, 2001; Siddiqui et al.,
2001, Siddiqui, 2004

Pseudomonas oryzihabitans

Reduccidn agallamiento y reproduccion

Vagelas et al., 2007

Pseudomonas putida

Inhibicion eclosion de huevos
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Aalten et al, 1998; Siddiqui et al.,
2007

Pseudomonas straita

Reduccidn agallamiento y reproduccién

Siddiqui y Sing, 2005; Akhtar y
Siddiqui, 2008a

Rhizobium sp.

Inhibicion eclosion de huevos
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Siddiqui y Mahmood, 2001;
Siddiqui y Sing, 2005; Siddiqui et
al., 2007; Akhtar y Siddiqui, 2008a
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3.2.10.2. Pasteuria penetrans

Las especies del género Pasteuria son bacterias Gram-positivas, formadoras de
endosporas y parasitos obligados, asociadas Unicamente con hospedadores invertebrados
(Sayre, 1993). Estan ampliamente distribuidas en el mundo y parasitan a mas de 300
hospedadores pertenecientes a 117 géneros de invertebrados y nematodos (Atibalentja et
al., 2004). Se han descrito varias especies de Pasteuria que se diferencian por la preferencia
de hospedador, sus caracteristicas de desarrollo y la talla y forma del esporangio y
endosporas. Pasteuria ramosa Metchnikoff parasita las pulgas de agua del género Daphnia
(Ebert et al., 1996). Otras especies son parasitas de nematodos, Pasteuria penetrans (Thorne)
Sayre y Starr de Meloidogyne spp., Pasteuria thornei Sayre y Starr de Pratylenchus spp. y
Pasteuria nishizawae Sayre de Heterodera spp. y Globodera spp. (Sayre y Starr, 1989).

La especie mas estudiada como agente de control bioldgico de nematodos ha sido
Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre y Starr, ya que es un hiperparasito obligado de
Meloidogyne (Tzortzakakis et al., 1997; Chen y Dickson, 1998; Davies, 2005; Davies, 2009).
Las endosporas de P. penetrans se adhieren a la cuticula de los estadios juveniles del
nematodo (J2s), cuando estos se mueven a través del suelo. Cuando los J2s penetran en la
raiz de la planta y comienzan a alimentarse, los ciclos de vida del neméatodo y de la bacteria
se acoplan, de forma que el desarrollo del nematodo, desde J2 a adulto, coincide con la
multiplicacion de la bacteria en el interior del cuerpo del neméatodo y la formacion de
millones de nuevas endosporas. El ciclo de vida se completa en aproximadamente 35 dias a
30° C (Stirling, 1981). Alrededor de 2x10° endosporas maduras son liberadas cuando un
nematodo hembra se rompe, cerrando asi su ciclo bioldgico. De esta forma una Unica

planta podria liberar 10’-10° endosporas al suelo (Preston et al., 2003; Darban et al., 2004).

Las bases para su potencial como agente de control bioldgico descansan en el hecho
de que la multiplicacion de la bacteria se produce dentro del pseudoceloma de los
nematodos infectados, lo que ocasiona la mortalidad de adultos y una pérdida de
fecundidad de los supervivientes. Ademas, la movilidad de los juveniles y su capacidad de
penetracion en las raices también se reduce cuando el numero de esporas adheridas a un
juvenil es superior a 20, por lo que su capacidad de infestacion disminuye (Stirling, 1984;
Darban et al., 2005a, b). Diversos factores abidticos como la temperatura (Stirling, 1981;
Hatz y Dickson, 1992; Ko et al., 1995; Giannakou et al., 1999), el riego (Davies et al., 1991;
Dabiré et al., 2007) y el pH, composicién i6nica y textura del suelo (Davies et al., 1988;
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Ahmed, 1990; Afolabi et al., 1995; Mateille et al., 1995; Orui,1997; Dabiré y Mateille, 2004)
influyen decisivamente en el desarrollo bacteriano (Spaull, 1984; Davies et al., 1990;
Oostendorp et al., 1990; Mateille et al., 1995), la produccién de esporas y la habilidad de
éstas para dispersarse, adherirse e infectar a los juveniles de Meloidogyne (Stirling et al., 1990;
Chen'y Dickson, 1997, 1998). La raz6n por la que Pasteuria no requiere nutrientes del suelo
podria explicarse porque, la bacteria sobrevive en el suelo como estructura de resistencia
(Williams et al., 1989; Bird et al., 1990). Paralelamente, el parasito posee una gran ventaja
sobre los nematicidas y es la posibilidad de incrementar la densidad de esporas sin coste
adicional. El aumento de esporas en el suelo ocurre de forma natural, por la desintegracion
de hembras infectadas, o artificialmente, tras la incorporacién de raices secas pulverizadas
al final de cada ciclo de cultivo (Tzortzakakis et al., 1997).

Sin embargo, el caracter de parasito obligado de P. penetrans puede limitar su
aplicabilidad ya que, por una parte mantiene una relacién densidad-dependiente con su
nematodo hospedador (Verdejo-Lucas, 1992; Ciancio, 1995), por lo que la dependencia de
un nimero minimo de nematodos para su supervivencia puede restarle eficacia como
método de control y, por otra, la imposibilidad de cultivarla in vitro, fuera de su neméatodo
hospedador, dificulta su produccion a escala comercial.

Stirling y Wachtel (1980) desarrollaron un método de produccion in vivo en plantas
de tomate infectadas con la bacteria y el neméatodo, en el que las raices de las mismas se
dejan secar al aire y se pulverizan, utilizando ese polvo como inéculo bacteriano. Las
esporas asi producidas mantienen su virulencia para el nematodo en situaciones de campo
(Stirling, 1984; Tzortzakakis et al., 1999). No obstante, el método es demasiado caro para la
produccion de endosporas de la bacteria a gran escala. Actualmente, P. penetrans ain no ha
sido producida en masa in vitro, aunque se ha conseguido la reproduccién in vitro de otras
especies de Pasteuria por Pasteuria Bioscience (Hewlett et al. 2009).

3.2.10.3. Hongos antagonistas de neméatodos

Méas de 60 géneros y 170 especies de hongos del suelo han sido asociados a
nematodos parasitos de plantas (Siddiqui y Mahmood, 1996), pero s6lo unos pocos relinen
las caracteristicas deseables para ser considerados como posibles agentes de control
biolégico (Tabla 5) (Kim y Riggs, 1992):
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a) Altamente antagonistas de las poblaciones de nematodos fitoparasitos objetivo.
b) Inocuos para plantas y otros animales no objetivo de biocontrol.

c) Cultivables en medios artificiales.

d) Que crezcan en rangos de pH y temperatura préximos a los del suelo.

e) ldentificables y con mecanismos de accion conocidos.

f) Posibilidad de ser producidos masivamente para su comercializacion.

Tabla 5. Efectos de diversos hongos del suelo sobre enfermedades causadas por Meloidogyne spp.

Hongo Efecto Referencia
Parasitismo de huevos Goswami ¢t al., 2008

Acremonium strictum Produccion de metabolitos nematicidas Singh'y Mathur, 2010a
Reduccion agallamiento y reproduccion Singh'y Mathur, 2010b

Arthrobotrys dactyloides Parasitismo de formas moviles Stirling y Smith, 1998

Inhibicién eclosion de huevos

Aspergillus niger Produccién de metabolitos nematicidas

Siddiqui y Akhtar, 2009b

Aspergillus terreus Reduccion agallamiento y reproduccion Singh'y Mathur, 2010b
Dactylella oviparasitica Parasitismo de huevos y adultos Olatinwo ¢t al., 2006

. - . . Adekunle y Akinsanmi, 2005;
Fusarium oxysporum Induccion de resistencia en planta Sikora et aI)./, 2008
Monacrosporium lysipagum Reduccidn agallamiento y reproduccién Khan et al., 2006
Muscodor albus Produccion de metabolitos nematicidas Riga et al., 2008
Myrothecium verrucaria Produccion de metabolitos nematicidas Twomey ¢t al., 2002
Paecilomyces lilacinus Parasitis_njo de huevos _ N Hewlett et al., 1988; Kiewnick y

Produccion de metabolitos nematicidas Sikora, 2006

Stirling y Smith, 1998; Sorribas et

Parasitismo de huevos al.,, 2003; Verdejo-Lucas ¢t al.,

Pochonia chlamydosporia Produccién de metabolitos nematicidas

2003
Pleurotus ostreatus Produccion de metabolitos nematicidas Kwok et al. 1992
Sclerotium rolfsii Induccidn de resistencia en planta Adekunle y Akinsanmi, 2005
Trichoderma asperellum Reduccion agallamiento y reproduccion Affokpon et al., 2011a
Trichoderma brevicompactum  Reduccion agallamiento y reproduccion Affokpon et al., 2011a
Parasitismo de huevos y juveniles . , :
. . I d - Goswami et al., 2008; Sahebani y
Trichoderma harzianum Produc<_:|,on de met_abolltos nemat|0|t_1§ls Hadavi, 2008: Sharon et al, 2001
Reduccion agallamiento y reproduccion
Trichoderma pseudokoningii Produccion de metabolitos nematicidas Chen ¢t al., 2009
Verticillium leptobactrum Parasitismo de huevos y juveniles Regaieg et al., 2011

Segin su mecanismo de accion (Stirling y Smith, 1998; Kiewnick y Sikora, 2006) se
pueden agrupar en cuatro tipos:

a) Productores de toxinas o enzimas nematicidas. Pleurotus ostreatus (Jacg.) Quel.
produce una toxina que inmoviliza a los nematodos (Kwok et al., 1992); y en otros
hongos se ha descrito la produccion de quitinasas y otras enzimas capaces de
digerir la cuticula de los huevos de neméatodos (Gortari y Hours, 2008).
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b) Atrapadores de nematodos. Capturan nematodos vermiformes mediante 6rganos
especiales que se forman en las hifas, como trampas adhesivas o anillos
constrictores. Arthrobotrys y Monacrosporium (Stirling y Smith, 1998; Khan et al.,
2006).

¢) Endoparésitos. Utilizan sus esporas para infectar el interior de los nematodos.
Estas esporas pueden ser maviles, como las zoosporas de Catenaria anguillulae
Sorokin, o inmoviles y adhesivas como los conidios de Drechmeria coniospora
(Drechsler) Gams y Jansson o Hirsutella rhossiliensis Minter y Brady.

d) Parasitos de huevos y formas sedentarias como Paecilomyces lilacinus (Thom)
Samson y Pochonia chlamydosporia (Goddard) Gamsy Zare.

Entre todos ellos, P. lilacinus, P. chlamydosporia y varias especies del género
Trichoderma han sido los mas frecuentemente citados y estudiados como antagonistas de
nematodos fitoparasitos.

P. lilacinus es un hongo saprofito, filamentoso y habitante comun del suelo, que ha
mostrado prometedores resultados como agente efectivo de biocontrol (Olivares-Bernabeu
y Lopez-Llorca, 2002; Khan et al., 2006; Rumbos et al., 2006), ya que es un parasito
facultativo de huevos de nematodos y, en ocasiones, es capaz de infectar estados moviles o
sedentarios de los nematodos agalladores de las raices (Cannayane y Sivakumar, 2001). Las
esporas del hongo se adhieren a la cuticula de los estados vermiformes de los nematodos
cuando estos migran a través del suelo, resultando posteriormente en hembras infectadas,
que tienen una reproduccion escasa 0 nula y mueren finalmente ya que, el hongo se
alimenta del contenido del cuerpo del nematodo. Se cultiva facilmente in vitro, es un buen
competidor de la rizosfera y ataca los huevos de diferentes especies de nematodos. Presenta
como principales limitaciones para uso en control biolGgico que requiere altas temperaturas
del suelo y la aplicacion de un alto nimero de propagulos (10° por g de suelo) para un
control de neméatodos fitoparasitos (Mendoza et al., 2007). Ademas, recientemente ha sido
citado como el agente causal de un tipo de queratitis en humanos (Malecha et al., 2006).
Estéa siendo particularmente estudiada la raza 251, para la cual ya existe una formulacion
comercial disponible (Kiewnick, 2004; Brand et al., 2004), cuya especificidad de
hospedador es baja. Se puede usar antes de la siembra, en el trasplante o0 una vez que el
cultivo esta establecido. Actualmente esta comercialmente disponible en distintos paises

como Australia, Colombia, Alemania o Suréfrica y, recientemente, en Espafia.
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P. chlamydosporia es un parasito facultativo de huevos de nematodos, que ha sido
considerado como potencial agente de control biolégico de neméatodos formadores de
agallas. Tiene como ventajas que crece facilmente in vitro y produce esporas de resistencia
que sobreviven en suelo durante una temporada del cultivo. Tiene como limitaciones que
los tratamientos de semillas son inefectivos y que su eficacia depende de las densidades de
nematodos y de la planta hospedante (Kerry y Crump, 1998; Verdejo-Lucas et al., 2003).
Los aislados de P. chlamydosporia, incluso aquellos provenientes de un mismo suelo, deben
ser cuidadosamente seleccionados ya que, estos pueden diferir marcadamente en su
crecimiento, esporulacion in vitro, virulencia, competitividad saprofita y competencia en la
rizosfera. Solo aquellos aislados que sean capaces de crecer en la rizosfera de las plantas
seleccionadas, producir clamidosporas e infectar huevos de nematodos son capaces de
controlar poblaciones de nematodos formadores de agallas (Sorribas et al., 2003).

Las especies del género Trichoderma son hongos micéfagos facultativos y no
patdgenos de plantas que se encuentran distribuidos a nivel mundial, especialmente en
habitats con un alto contenido de materia organica o desechos vegetales en
descomposicion. Trichoderma se utiliza para el control de un amplio nimero de pat6genos
del suelo dada su versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacién (Dababat y Sikora, 2007;
Affokpon et al., 2011a). Para conseguir una efectividad en el control de patdgenos es
necesario que la especie de Trichoderma seleccionada colonice el sustrato en primer lugar, o
al mismo tiempo que el patdgeno, ya que estos hongos desarrollan lo que se conoce como
“nicho ecoldgico”, por lo que es muy dificil que otro organismo patégeno puede colonizar
la misma porcion de suelo (Howell, 2003). Asi mismo, Trichoderma también es capaz de
estimular el crecimiento vegetal. La respuesta de crecimiento de las plantas causada por este
hongo depende de su habilidad para sobrevivir y desarrollarse en la rizosfera (Kleifeld y
Chet, 1992), siendo un posible mecanismo para el incremento del crecimiento vegetal la
estimulacion de la transferencia de nutrientes desde suelo a la raiz. La estimulacion del
crecimiento y la productividad debida a Trichoderma podria parecer contraproducente, ya
que simultaneamente inducen resistencia en planta lo cual es energéticamente muy caro
para ésta. Sin embargo, muchos hongos inductores de resistencia incrementan tanto el
crecimiento de la parte aérea como del sistema radical (Harman et al., 2004).

La especie Trichoderma harzianum Rifai ha sido estudiada y utilizada como fungicida
biolégico en agricultura (Mohandas et al., 2010; Srivastava et al., 2010), ademas estimula el
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crecimiento en las plantas y se ha citado para biocontrol de neméatodos por su réapido
crecimiento y abundante produccion de conidios (Pandey et al., 2003; Dababat y Sikora,
2007, Goswami y Tiwari, 2007, Goswami et al., 2008). Los principales mecanismos de
accién sugeridos para desplazar al fitopatdgeno son parasitismo, hidrolisis enzimatica,
antibiosis y la destacada caracteristica de competencia rizosférica directa por espacio y
nutrientes (Harman et al., 2004; Lu et al., 2004). De ellos todos, excepto la competicion,
pueden estar potencialmente involucrados en el proceso de biocontrol de los neméatodos ya
que este hongo no penetra en las raices (Sharon et al., 2001), aunque es capaz de colonizar
la superficie de la raiz causando cambios en el metabolismo vegetal e induciendo una
respuesta de resistencia localizada o sistémica (Martinez-Medina et al., 2009). En el caso
particular de control de nematodos fitoparasitos, T. harzianum exhibe la capacidad de
envolver al neméatodo en micelio y producir metabolitos que actian como nematicidas.
También secreta enzimas, fitohormonas, vitaminas (que estimulan el crecimiento radical),
produce antibi6ticos y solubiliza nutrientes aumentando su disponibilidad para la planta.
Esta colonizacion radicular por el hongo, frecuentemente, estimula el crecimiento de la
raiz, el ingreso y uso de nutrientes, la resistencia al estrés y la productividad del cultivo (Rey
et al., 2000; Howell, 2003; Harman et al., 2004; Pocasangre et al., 2004).

3.2.10.4. Hongos formadores de micorrizas arbusculares (AMF)

Los hongos formadores de micorrizas constituyen una parte esencial de los
ecosistemas agrarios ya que, forman simbiosis mutualistas con mas del 80% de las plantas
vasculares terrestres, incluyendo cultivos herbéaceos, arbustos y arboles. Estas simbiosis
estimulan el crecimiento de la planta hospedadora, a través de la modificacion fisica y/o
quimica de la rizosfera, lo cual se traduce en una mayor disponibilidad de nutrientes,
especialmente fésforo y zinc, y mayor tolerancia al estrés (Cantrell y Linderman, 2001).
Segun su estructura y relaciones morfoldgicas con la planta hospedadora se distinguen
endomicorrizas y ectomicorrizas, y dentro de las primeras las mas importantes en
agricultura son las que al colonizar la raiz vegetal, desarrollan unas estructuras
caracteristicas (vesiculas y arbusculos) que les dan el nombre de hongos formadores de
micorrizas arbusculares (AMF) (Mitchell, 1993; Smith y Read, 2008). Los AMFs presentan
alrededor de 150 especies conocidas (Brussaard et al., 2001), distribuidas en 7 géneros, de
los cuales Glomus es el mas extendido con alrededor de 90 especies.
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Los AMFs participan también en numerosas interacciones con otros organismos del
suelo (Barea et al., 1996; Facelli et al., 2009) y se han citado efectos protectores de la
micorrizacion frente a diversos fitopatdgenos (Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Linderman,
2000; Ryan et al., 2003; Demir y Akkopru, 2005), entre ellos nematodos del género
Meloidogyne (Tabla 6) (Gera-Hol y Cook, 2005). Aunque en la mayoria de estudios, en el
caso de las enfermedades causadas por Meloidogyne, se ha descrito una reduccion del
agallamiento y de la reproduccion del neméatodo asociada a la micorrizacion, los niveles de
colonizaciéon de la raices por AMFs no se correlacionan siempre con la capacidad de
proteccion bioldgica por lo que, el grado de proteccion ofrecido por la simbiosis micorriza-
planta hospedadora frente a nematodos presenta una gran variabilidad que depende de la
especie y cultivar de la planta cultivada, hongos micorricicos y neméatodos, asi como de las

condiciones de cultivo y ambientales (Azcon-Aguilar et al., 2002).

Tabla 6. Efectos de diversas especies de AMF sobre enfermedades causadas por Meloidogyne spp.

AMF

Acaulospora laevis

Efecto

Reduccidn agallamiento y reproduccion

Referencias

Nagesh ¢t al., 1999b; Labeena ¢t al.,
2002

Gigaspora margarita

Reduccidn agallamiento y reproduccién

Cofcewicz et al., 2001; Labeena et al.,
2002

Glomus aggregatum

Menor severidad de los sintomas en planta
Reduccion agallamiento y reproduccion

Habte et al., 1999

Glomus caledonium

Menor severidad de los sintomas en planta
Reduccion agallamiento y reproduccion

Elsen et al., 2002

Glomus coronatum

Reduccion agallamiento y reproduccion

Diedhiou ¢t al., 2003

Glomus deserticola

Menor severidad de los sintomas en planta
Reduccion agallamiento y reproduccion

Rao et al., 1997a; Rao y Gowen,
1998;

Glomus etunicatum

Reduccidn agallamiento y reproduccion

Bhagawati et al., 2000; Cofcewicz et
al., 2001; Waceke et al., 2001

Glomus intraradices

Menor severidad de los sintomas en planta
Reduccion de la penetracion en raices
Reduccion agallamiento y reproduccion

Pinochet et al., 1997; Habte et al.,
1999; Jothi y Sundarababu, 2000;
Calvet et al.,, 2001b; Zhang et al.,
2009

Glomus fasciculatum

Menor severidad de los sintomas en planta
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Mishra y Shukla, 1997; Nagesh et al.,
1999a; Labeena ¢t al., 2002; Rao ¢t al.,
2003

Glomus fulvum

Menor severidad de los sintomas en planta

Jothi y Sundarababu, 2000

Glomus macrocarpum

Menor severidad de los sintomas en planta
Reduccidn agallamiento y reproduccion

Elsen et al., 2002; Labeena ¢t al.,
2002

Glomus mosseae

Menor severidad de los sintomas en planta
Reduccidn agallamiento y reproduccién

Jaizme-Vega et al., 1997; Nageshy
Reddy, 1997; Reddy et al., 1998;
Habte et al.,, 1999; Bhat y Mahmood,
2000; Jothi y Sundarababu, 2000;
Talaveraet al., 2001; Elsen et al.,
2002; Affokpon et al., 2011b
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En particular, las especies Glomus fasciculatum (Thaxt.) Gerd. y Trappe, Glomus
intraradices Schenck y Smith y Glomus mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe han sido los
mas frecuentemente citados y estudiados como antagonistas de nematodos fitoparasitos.

En cuanto a los mecanismos que participan en esta proteccion bioldgica, ain no
estan totalmente caracterizados. Azcon-Aguilar et al. 2002 argumentan que, la “proteccion
bioldgica” efectiva contra los patdégenos de la raiz, concedida por los AMFs, es
probablemente consecuencia de varios mecanismos indirectos ya que, los AMFs no
interactGan directamente con los patdgenos a través de antagonismo, antibiosis o
parasitismo. En la literatura, Azcon-Aguilar y Barea (1996) y Harrier y Watson (2004)

proponen varios mecanismos:

a) Compensacion del dafio por el mejor estado nutricional del hospedador.

b) Cambios anatomicos y morfoldgicos del sistema radicular que dificultan la
penetracién del patégeno.

¢) Competicién por los sitios de colonizacion e infestacion.

d) Competicién por los fotosintatos.

e) Deposicion en la rizosfera de metabolitos nematicidas y nematostaticos.

f) Cambios en las poblaciones microbianas del suelo.

g) Activacion de la respuesta de defensa de la planta. Resistencia inducida.

3.2.10.5. Interacciones entre microorganismos edaficos

En el medio natural los microorganismos del suelo no se relacionan con la planta y
los neméatodos de una forma aislada, sino que se presentan simultaneamente y en continua
interaccion entre ellos y con el medio ambiente. Desde el punto de vista de la proteccion
del cultivo frente a las enfermedades puede no haber interaccion entre diferentes
microorganismos, o bien resultar en efectos positivos (interacciones aditivas y sinérgicas) o
negativos (interacciones antagonicas) (Meyer y Roberts, 2002). En principio seria razonable
pensar que, organismos que utilicen diferentes mecanismos de control (e.g. parasitismo de
huevos vs. resistencia inducida) pudiesen mostrar efectos aditivos o sinérgicos (Siddiqui y
Akhtar, 2009c). No obstante, y debido a que diferentes mecanismos de proteccion y
control pueden ser influenciados de forma diferente por las condiciones medioambientales,
es posible que bajo ciertas condiciones, un mecanismo pueda compensar otro de forma que

se manifiesten como antagonicos (Guetsky et al., 2002) (Tabla 7).
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Tabla 7. Efectos de interacciones entre AMF, hongos antagonistas y bacterias del suelo sobre las
enfermedades causadas por Meloidogyne spp.

Microorganismos Interaccién Referencias
Aspergillus - Pseudomonas positiva Siddiqui et al., 2004
. nula o Akhtar y Siddiqui 2008b; Marulanda-Aguirre ¢t al., 2008;
Glomus - Bacillus . .
positiva Jaizme-Vegacet al., 2006
Glomus - Fusarium nula Diedhiou ¢t al., 2003
. nula o
Glomus - Paecilomyces n Al-Raddad, 1995; Rao et al., 1998; Rumbos ¢t al., 2006
positiva
Glomus - Pasteuria positiva Rao y Gowen, 1998; Talavera et al., 2002
Glomus - Pochonia positiva Rao et al., 1997a
- Siddiqui y Mahmood, 1998; 2001; Akhtar y Siddiqui, 2008a;
Glomus - Pseudomonas positiva aciquty Mahmoo y q
2008b
Glomus - Rhizobium positiva Akhtar y Siddiqui, 2008a; Reimann ¢t al., 2008
. nula o ;
Glomus - Trichoderma . Martinez et al., 2004; Masadeh et al., 2004
negativa
Pascilomvees - Baillus ositiva Siddiqui y Mahmood, 1993; Anastasiadis et al, 2008; Siddiqui y
y P Akhtar 2009¢
Paecilomyces - Cianobacterias  negativa Hashem y Abo-Elyousr, 2011
Paecilomyces - Monacrosporium positiva Khan et al., 2006
. nula Siddiqui et al, 2000; Siddiqui y Akhtar, 2008b; 2009a; Hashem
Paecilomyces - Pseudomonas .
positiva y Abo-Elyousr, 2011
Paecilomyces - Pasteuria positiva Dube y Smant, 1987
Pochonia - Bacillus positiva Siddiqui y Akhtar, 2009¢c
Pochonia - Pseudomonas positiva Siddiqui y Akhtar, 2008b; 2009a
Pseudomonas - Cianobacterias  negativa Hashem y Abo-Elyousr, 2011
Pseudomonas - Fusarium negativa Siddiqui y Shaukat, 2003b
Pseudomonas - Pasteuria positiva Duponnois et al., 1999
Trichoderma - Acremonium positiva Goswami ¢t al., 2008
Trichoderma - Bacillus positiva Siddiqui y Akhtar, 2009¢c
Trichoderma - Pseudomonas positiva Siddiqui y Shaukat, 2004b; Siddiqui y Akhtar, 2008b, 2009a

3.3. MEDIDAS POST-PLANTACION
Una vez que el cultivo esté infestado, no existen métodos para una eliminacion total
de nematodos. Por tanto, estas medidas son de tipo paliativo, y los esfuerzos van dirigidos

a minimizar las pérdidas y disminuir las poblaciones finales de neméatodos en suelo.
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3.3.1. FERTILIZACION Y NUTRICION VEGETAL

Una correcta fertilizacién y riego pueden compensar parcialmente la pérdida en
absorcion de nutrientes causadas por los neméatodos e incluso reducir las poblaciones de
nematodos fitoparasitos (Pettigrew, 2003). Algunos productos comerciales, que contienen
mezclas de nutrientes, hacen uso de este efecto compensador para anunciarse como
efectivos frente a las enfermedades causadas por los nematodos, como son Nematem ® y
Nematmyel ®.

3.3.2. APLICACION DE NEMATICIDAS DURANTE EL CULTIVO

Algunos nematicidas tienen permitido su uso durante el cultivo, al no presentar
graves efectos fitotdxicos. No obstante, su incorporacion a la planta, en caso de que
presenten efectos sistémicos, limita su uso ya que, los productos agricolas cosechados
pueden presentar residuos peligrosos para la salud del consumidor. Por ello se establecen
los plazos de seguridad que garantizan que, en el momento de la cosecha del fruto, los
niveles de residuos se encuentren por debajo de unos limites permitidos. Actualmente se
permiten en Espafia tres nematicidas durante el cultivo, aunque a efectos practicos, debido
a los extensos plazos de seguridad, su uso queda limitado a la aplicacién en pre-plantacion
en muchos cultivos horticolas (Tabla 8).

Tabla 8. Nematicidas permitidos en Espafia durante el cultivo.

Principio activo Nombres comerciales Plazo de seguridad
Etoprofos Sanimul®, Mocap® 7-60 dias
Fenamifos Nemacur® 60dias

Oxamilo Vydate® 14-90 dias

Fuente: Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino, 2010
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Justificacion

Los nematodos parasitos de plantas causan importantes pérdidas de produccién en
cultivos horticolas, industriales, ornamentales y frutales en Andalucia. La prohibicion de los
nematicidas fumigantes y las restricciones en el uso de otros nematicidas, consecuencia de
la nueva legislacion europea y nacional, ha planteado un nuevo escenario en el que el
control y manejo de las enfermedades inducidas por neméatodos fitoparasitos no presenta

una opcion clara, como hasta ahora era la desinfeccion quimica del suelo.

A pesar de la relevancia de las enfermedades causadas por nematodos y el actual
debate sobre las alternativas para desinfeccién de suelos, ain no se ha realizado una
evaluacion cientifica del estado nematoldgico de los cultivos horticolas protegidos en el
sudeste andaluz, que permita conocer el estado fitosanitario de estos en relacion a los
nematodos fitopatdgenos, asi como las medidas que técnicos agricolas y agricultores
utilizan actualmente para su control. Por ello, en este trabajo se pretende, en primer lugar,
evaluar la incidencia de las enfermedades causadas por nematodos fitoparasitos en la zona

costera de la provincia de Almeria mediante dos aproximaciones:

a) Una encuesta entre técnicos encargados del estado fitosanitario de las
explotaciones, a fin de conocer la importancia que los productores y técnicos de
campo atribuyen a las enfermedades inducidas por nematodos y, hasta qué punto
creen que los métodos de control de neméatodos actualmente disponibles son
eficaces.

b) Un muestreo nematoldgico en campo, a fin de identificar los nematodos
fitoparasitos causantes de enfermedades en cultivos horticolas protegidos, y su

distribucién en la zona costera de la provincia de Almeria.

Por otra parte, la prohibiciobn o limitacion en el uso de fitosanitarios hace
imprescindible el desarrollo de nuevos métodos de control de nematodos fitopatdgenos,
que amplien el abanico de métodos disponibles para el manejo de estas enfermedades en
campo y permitan mantener los actuales estdndares de calidad y produccion. Ademas,
cualquier nuevo método de control de fitopatdgenos propuesto, debe adecuarse a los altos
estandares de seguridad ambiental y sanitaria exigidos por las autoridades europeas,
nacionales y autonomicas. En resumen, se necesitan métodos de control de nematodos
fitoparasitos eficaces, ambiental y sanitariamente seguros, sostenibles y viables
econdmicamente y, por tanto, susceptibles de ser incluidos dentro de los protocolos de la
agricultura integrada y/o ecoldgica. En este camino se encuentran la proteccion y el control
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biolégico ya que, minimizan la generacién de residuos y efectos adversos para el

medioambiente.

Aunque con los conocimientos existentes es dificil establecer la seleccion de un
agente de control biol6gico que sea efectivo por si s6lo en la supresion o disminucion de
las densidades poblacionales de nematodos, especialmente en el relativamente corto
periodo de un ciclo reproductivo, el uso conjunto de varios microorganismos antagonistas,
que utilicen estrategias bioldgicas diferentes frente a la enfermedad causada por Meloidogyne
spp., puede permitir incrementar la eficacia general en el control de nematodos y merece
estudios mas profundos e integrados, a fin de establecer las condiciones idéneas que
permitan una reduccién de la incidencia y/o severidad de las enfermedades causadas por
Meloidogyne spp.

En este trabajo, se pretende evaluar la capacidad antagonista frente a nematodos de
varios microorganismos rizosféricos, a fin de identificar aquellos de mayor potencial para
su utilizacion en programas de control bioldgico, teniendo en cuenta sus posibilidades de
comercializacion. Asi como, comprobar si la utilizacion conjunta de agentes que inducen
una resistencia general de la planta (efecto bioprotector sobre la planta) mas agentes que
parasiten a los nematodos fitopatdgenos reduciendo sus densidades en el suelo y, por tanto,
su potencial patdégeno (efecto de biocontrol sobre las poblaciones de nematodos),
proporciona una mayor efectividad en el control nematoldgico.

Por Ultimo, y en relacion al control de las enfermedades causadas por Meloidogyne
spp. a nivel de campo, se han realizado estudios de campo comparando el uso de la
solarizacion del suelo en combinacion con las enmiendas de gallinaza, con los métodos
quimicos para el control de estos patdgenos en flor cortada, (clavel). Teniendo en cuenta la
disponibilidad de esta enmienda organica en la zona de cultivo del clavel, por la presencia
de un nimero suficiente de granjas de pollo de engorde o de gallinas ponedoras, nuestro
objetivo en este trabajo fue comparar la efectividad de aplicaciones repetidas de este
método organico con la fumigacién quimica del suelo actual estandar usando 1,3
dicloropropeno + cloropicrina sobre las poblaciones de Meloidogyne en suelo, el desarrollo
de las agallas radiculares en el clavel, y valorar el efecto de ambos métodos sobre la
incidencia de la enfermedad y la productividad en ensayos en campo.
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Objetivos

El objetivo finalista de este trabajo consiste en la busqueda y ensayo de medidas de
control nematoldgico, principalmente basadas en el control biolégico, compatibles con la
agricultura integrada y ecoldgica, en varios cultivos horticolas y ornamentales protegidos
bajo plasticos en condiciones controladas y de campo. Este objetivo se concreta en cuatro
objetivos particulares:

1. Evaluar la incidencia y severidad de las enfermedades ocasionadas por nematodos
fitoparasitos, el porcentaje del area infestada y la eficacia de los métodos de control
nematoldgico en areas de cultivos horticolas protegidos del sudeste espafiol.

2. Investigar el efecto supresor de diversos microorganismos antagonistas y métodos
alternativos de control frente a M. incognita en tomate.

2.1. Evaluar el potencial antagonista y/o el efecto protector de los hongos formadores
de micorrizas arbusculares Glomus mosseae y Glomus intraradices en cultivares de
tomate frente a M. incognita.

2.2. Evaluar el potencial antagonista y/o el efecto protector de las bacterias rizosféricas
PGPR Bacillus megaterium y Pseudomonas putida en cultivares de tomate frente a
M. incognita.

2.3. Evaluar el potencial antagonista y/o el efecto protector de la bacteria Pasteuria
penetrans en cultivares de tomate frente a M. incognita.

2.4. Evaluar el potencial antagonista y/o el efecto protector del hongo Trichoderma
harzianum en cultivares de tomate frente a M. incognita.

2.5. Estimar los efectos de formulaciones comerciales a base de extractos vegetales y

aceites esenciales en cultivares de tomate frente a M. incognita.

3. Identificar sinergias positivas entre microorganismos rizosféricos y otros métodos
alternativos de control, en relacion a la reduccion de las poblaciones de nemétodos y al
efecto protector sobre las plantas hospedadoras.

3.1. Evaluar las posibles interacciones entre hongos formadores de micorrizas
arbusculares (G. intraradices y G. mosseae) y la bacteria Bacillus megaterium.

3.2. Evaluar las posibles interacciones entre hongos formadores de micorrizas
arbusculares (G. intraradices y G. mosseae) y la bacteria Pseudomonas putida.
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3.3. Evaluar las posibles interacciones entre hongos formadores de micorrizas
arbusculares (G. intraradices y G. mosseae) y la bacteria Pasteuria penetrans.

3.4. Evaluar las posibles interacciones entre hongos formadores de micorrizas
arbusculares (G. intraradices y G. mosseae) y el hongo Trichoderma harzianum.

3.5. Evaluar las posibles interacciones entre hongos formadores de micorrizas
arbusculares (G. intraradices y G. mosseae) y extractos vegetales o aceites esenciales.

. Ensayar la combinacion de otros métodos alternativos de control, como son la
solarizacion del suelo y la aplicacion de una enmienda organica (estiércol de gallina),
para el control de Meloidogyne en cultivos de clavel bajo plastico en condiciones de

campo.
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Material y Métodos General

1. TECNICAS NEMATOLOGICAS BASICAS

A continuacion se detallan las técnicas nematoldgicas basicas utilizadas de forma
general en el conjunto de ensayos de esta tesis. No obstante, cada capitulo consta, ademas,
de una seccion propia de material y métodos en la que se explican las técnicas particulares
realizadas para los ensayos correspondientes a ese capitulo.

1.1. EXTRACCION DE NEMATODOS DEL SUELO

1.1.1. HOMOGENIZACION DEL SUELO
Previamente a la extraccion de los nematodos presentes en las muestras de suelo,

éstas deben tamizarse y homogenizarse en el laboratorio, como se describe a continuacion:

1. Se rompen los terrones y grumos del suelo con cuidado, para evitar dafiar algunos
nematodos que son bastante sensibles a la manipulacion.

2. Se tamiza el suelo, sobre un plastico o bandeja, a través de un cedazo con apertura
de malla entre 2 y 4 cm, para eliminar piedras y restos vegetales.

3. El suelo tamizado se mezcla y homogeniza mediante el procedimiento del cuarteo
y montén. Para ello, se hace un mont6n con el suelo y se divide en 4 partes, que
se mezclan en diagonal, es decir, la parte superior derecha con la parte inferior
izquierda y la parte superior izquierda con la inferior derecha hasta formar un
nuevo montadn. Se repite el procedimiento entre 3y 5 veces.

4. Se extiende la muestra de suelo sobre la superficie del plastico o bandeja y con una
espatula o cuchara, se toman al azar, pequefias porciones de suelo hasta completar
en un recipiente la cantidad requerida para las submuestras, 250 o 500 cm® de

suelo, de las que se extraeran los nematodos.

1.1.2. METODO DE LAS BANDEJAS DE WHITEHEAD

(Whitehead y Hemming, 1965)

1. Se preparan tamices con malla metélica que sirvan de soporte a un filtro de
celulosa de doble capa.
2. La muestra de suelo se esparce sobre el filtro de celulosa sostenido por el tamiz.
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1.1.3.

El tamiz con la muestra de suelo se encaja en una bandeja contenedora, de forma
que su fondo quede sujeto a unos 0,5 cm del fondo de la bandeja.

Se afiade agua a la bandeja hasta que el nivel de agua humedezca y cubra la capa
de suelo.

Se deja el tamiz en la bandeja durante siete dias, para permitir la migracién de los
nematodos del suelo al agua a través del filtro de celulosa. Es preciso revisar el
nivel de agua periddicamente, a fin de que el tamiz con el suelo esté siempre en
contacto con el agua y evitar asi la desecacion de la muestra.

Al final del periodo establecido se levanta el tamiz y se deja escurrir sobre la
bandeja.

Finalmente, se lava la suspension de nematodos contenida en la bandeja sobre un
vaso de precipitado de 50 a 200 ml.

Se concentra la suspension de nematodos en un volumen de 2 a 10 ml para su
posterior observacion y recuento.

Los recuentos de nematodos se realizan en placas de recuento, bajo la lupa
binocular o el microscopio, y se expresan como numero de nematodos por 250 o

500 cm?® de suelo.

METODO DE TAMIZADO, DECANTACION Y CENTRIFUGACION
(Cobb, 1918; Coolen, 1979)

1.

3.

La muestra de suelo mezclada, se suspende en un cubo (A) de 10 litros de
capacidad con aproximadamente 6 | de agua.

Se agita la suspensién con una espatula para separar los nematodos de las
particulas del suelo, y se deja reposar durante 30 segundos para permitir que las
particulas mas grandes del suelo sedimenten.

A continuacion se pasa toda la suspensién a través de un tamiz de 500 pm sobre
otro cubo (B) y se descartan los restos y sedimentos que quedan en el cubo (A) y
el material grueso que queda retenido en el tamiz de 500 um ya que, todos los
nematodos deberian haber pasado a través del tamiz al cubo (B).

Se agita la suspension contenida en el cubo (B) y se pasa lentamente por un tamiz
de 50 um de apertura de malla, sobre un cubo (C). Se rellena de nuevo el cubo (B)
con agua y se repite esta operacién dos veces mas.
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. Los residuos retenidos en el tamiz se concentran en la parte inferior del tamiz, con
la ayuda de un frasco lavador, y de ahi se enjuagan sobre tubos de centrifuga de 50
ml (Figura 4a).

. Se agita la suspensién en los tubos de centrifuga y se centrifuga a 3000 r.p.m.
durante 4 minutos (Figura 4b). Los neméatodos quedan sedimentados en el fondo
del tubo junto con el suelo; en el sobrenadante queda el agua y algunos restos
organicos, que se eliminan decantando con cuidado.

. Se afiade una solucion de MgSO, con densidad 1,18 g por | al mismo tubo que
contiene los nematodos y el suelo sedimentado, y se resuspende el sedimento,
agitando el tubo enérgicamente.

. Se centrifuga de nuevo a 3000 r.p.m. durante 4 minutos. Los nemétodos flotan
ahora en la suspension y las particulas de suelo se depositan en el fondo del tubo.

. Se vierte el sobrenadante contenido en el tubo sobre un tamiz de 50 um, con
cuidado de no romper el pellet de sedimento.

10.Se recuperan los nemétodos lavando rapidamente el tamiz sobre un vaso de

precipitado de 50 a 200 ml, para evitar que se plasmolicen y deformen debido a la
presién osmotica ejercida por las sales.

11.Se concentra la suspension de nematodos en un volumen de 2 a 10 ml para su

posterior observacion y recuento.

12. Los recuentos de nematodos se realizan en placas de recuento, bajo la lupa

binocular o el microscopio, y se expresan como nimero de nematodos por 250 o
500 cm® de suelo.

Figura 4. Tubos de centrifuga con suspensiones de suelo (a). Centrifuga (b). \
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1.2. ESTIMACION DEL INDICE DE AGALLAS EN LAS RAICES

La severidad de los sintomas causados por Meloidogyne en el sistema radicular se
estimd mediante la observacion del indice de agallas en las raices infestadas y en una escala
de 0 a 10 (0: ninguna agalla; 7: 100% de las raices presentan agallas; 10: no existe sistema
radicular y la planta estd muerta) (Figura 5) (Bridge y Page, 1980).

Figura 5. Indice de agallas de Bridge y Page.

8 9 10

Fuente: Bridge y Page, 1980
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1.3. EXTRACCION DE NEMATODOS DE LAS RAICES

Las densidades de poblacién de nematodos en raices se estimaron en submuestras de
10 0 30 g de raiz, o en todo el sistema radicular cuando el peso era menor a 10 g, mediante
el método de batida en solucion de hipoclorito sodico (Hussey y Barker, 1973):

1. Las muestras de raices se cortan en fragmentos de 1-2 cm de longitud y se
mezclan cuidadosamente.

2. Las raices cortadas y mezcladas se colocan en una batidora-licuadora, se agregan
200 ml de solucion de hipoclorito sddico al 0,5% y se baten a la velocidad minima
del aparato, durante tres minutos.

3. Se baten de nuevo durante 30 segundos a la velocidad maxima. Se lavan las
paredes de la licuadora y se baten durante 30 segundos mas.

4. Se vierte la suspensién sobre 2 tamices superpuestos, colocando en la parte
superior un tamiz de 150 um de apertura de malla y en la inferior uno de 20 pum.

5. Se enjuagan los 2 tamices por separado. EI material recolectado en el tamiz de 150
um contiene la mayoria de las hembras, J3s y J4s, mientras que el recolectado en el
tamiz de 20 um contiene principalmente J2s y huevos.

6. Los adultos, juveniles y huevos de Meloidogyne se cuentan en placas de recuento y
se expresa el resultado por g de raiz.

2. ANALISIS ESTADISTICOS

En los andlisis estadisticos se utilizd el software Statistix 9.0 (Analytical Software,
Tallahassee, FL, USA ©).

Se realizaron analisis estadisticos descriptivos y exploratorios, incluyendo
distribuciones de frecuencia y el célculo de la tendencia central y las medidas de dispersion,
para las distintas variables analizadas.

Los efectos de los distintos factores sobre las variables analizadas y las comparaciones
entre tratamientos se realizaron mediante andlisis de la variancia paramétrico (ANOVA) o
su equivalente no paramétrico (Kruskal-Wallis). Se aplicaron los test de Shapiro-Wilk y
Levene para comprobar la normalidad y homocedasticidad de estas variables,
respectivamente. Cuando resultaron significativos, los datos numéricos se transformaron

mediante log(x+1) y los porcentajes mediante el arcoseno de la raiz cuadrada del
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porcentaje, arcsen,/p, y los datos transformados volvieron a someterse a los test de
Shapiro-Wilk y Levene. Se utilizaron test estadisticos paramétricos (ANOVA) siempre que
se pudo comprobar la homocedasticidad de las variancias y la normalidad de la distribucion
de los datos, y también en casos de distribuciones no normales cuando el nimero de casos
fue mayor de 50 (n>50), siempre que existiese homocedasticidad entre las variancias. En el
resto de los casos, se optd por un analisis de la variancia no paramétrico (Kruskal-Wallis).

Mediante ANOVA multifactorial, en los casos en que fue posible aplicarlo, se
pudieron interpretar las interacciones entre factores, y si sus efectos correspondian sélo a la
suma de los efectos de los factores principales o bien existia una interaccion significativa
entre ellos. Esto no fue posible en el caso de los analisis de Kruskal-Wallis, ya que se trata
de un analisis de un solo factor (una via), por lo que para cada factor principal se realizé un
analisis de Kruskal-Wallis independiente. Los efectos de la combinacion de los factores
principales se analizaron considerando cada combinacion de factores como un tratamiento
individualizado, en sucesivos analisis de Kruskal-Wallis independientes (Thomas y
Kiwanga, 1993).

Cuando los valores de la F obtenidos en los ANOVA resultaron significativos, las
diferencias entre medias de los distintos grupos o tratamientos fueron comparadas
mediante el procedimiento de comparaciones mdltiples de la minima diferencia significativa
de Fisher (LSD). Cuando los valores del estadistico de H de Kruskal-Wallis resultaron
significativos, las diferencias entre medianas de los distintos grupos o tratamientos fueron
comparadas mediante el procedimiento de comparaciones mdltiples basadas en el test de
Mann-Whitney y la correccion de Bonferroni, para todas las parejas de medianas. Para
todos los test se considero significativo el valor de P<0,05.

Maria Elena Flor Peregrin 54



CAPITULO |

EVALUACION DE LA INCIDENCIA DE LAS ENFERMEDADES
CAUSADAS POR MELOIDOGYNE EN CULTIVOS HORTICOLAS
PROTEGIDOS DE ALMERIA






Material y Métodos Evaluacion de la incidencia de Meloidogyne Encuesta a técnicos

1. MATERIAL Y METODOS

Se evalud la incidencia de las enfermedades causadas por Meloidogyne spp., en la zona

costera de la provincia de Almeria mediante dos aproximaciones:

a) Una encuesta entre los técnicos encargados del estado fitosanitario de las
explotaciones, a fin de conocer la importancia que los productores atribuyen a las
enfermedades inducidas por nematodos y, hasta qué punto creen que los métodos
de control de nematodos actualmente disponibles son eficaces.

b) Un muestreo nematolégico en campo, a fin de identificar las especies de
Meloidogyne causantes de enfermedades en cultivos horticolas protegidos y su
distribucion.

1.1. ENCUESTA SOBRE PERCEPCION DE LA INCIDENCIA DE MELOIDOGYNE
SPP. EN LOS CULTIVOS HORTICOLAS PROTEGIDOS DE ALMERIA

A finales del afio 2010, se realiz6 una encuesta con entrevistas personales a técnicos
encargados del manejo de enfermedades y plagas en cultivos horticolas protegidos de dos
areas de la provincia de Almeria, una al este, conocida localmente como “Levante”, y la
otra al oeste, y conocida como “Poniente” (Figura 6). Antes de las entrevistas, se habia
distribuido un cuestionario entre estos técnicos con preguntas sobre las caracteristicas
agronémicas de las parcelas asesoradas, el impacto de los neméatodos fitoparasitos en el
sistema productivo y el manejo de las enfermedades inducidas por estos (Figuras7ay 7b).

/ Figura 6: Comarcas agrarias horticolas de la costa de Almeria. \

Levante

Bajo Andarax

Poniente

Campo Nijar

Campo Dalias

PR
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Figura 7a. Cuestionario sobre incidencia de nemétodos fitoparasitos en cultivos horticolas
protegidos de Almeria.

rm Nl  (nsttuto de Investigacién y Formacian Agraria y Pesquer:

e l"vun CONSEJERIA DE AGRICULTURA Y PESCA
INCIDE NCIA DE NEMATODOS FITOPARASITOS EN CULTIVOS HORTICOLAS

I. INFORMACION SOBRE PARCELAS ASESORADAS POR TECHICOS

Superficie total ¥ nimero de parcelas asesoradas por usted?

I Superficie total (has): I lNOmero de parcelas: I

« Distribucion territorial de dichas parcelas. Poner una o varas cruces en las casillas corespondientes.

En un municipio. Indicar. I Repartidas tentoriaimente l l
En una comarca. Indicar.
e ;Podriaindicar en po jes el tipo de produccion en que an estas p las?
l Convencional: % I I Integrada: % I IEcoIo'g'ca: %

*«  :Qué cultivos suelen tener en dichas parcelas? Poner una o vanas cruces en las casillas correspondientes.

Tomate Berenjena Pimiento Judia )
Otros Indicar.
Pepino Calabacin Meldn Sandia
*  :Quétipoderot son | 3 i 2
12 més habitual 27 m és habitual 37 més habitual
Il. MPACTO DE LOS HEMATODOS EN EL SISTEMA PRODUCTIVO
*  Qué dep las op taje, delas que ud asesora, cree que pueden estar infestadas por todos?
NOmero de parcelas infestadas
P arcentaje de parcelas infestadas
e«  Como media dentro de una parcela ;Qué porcentaje de la superficie del cultivo p il de dos?
I Porcentaje de la superficie de cultivo infestada con nematodos por parcela: % |
« ;Podriavalorar en porcentaje las pérdidasde pr ion que los tod en las parcelas infestadas?
I Porcentaje de pérdidas en produccion causadas por nematodos: %I
« :Ha observado un o disminucién de los probl de dos en los dtimos 5 afos? Poner una o
vanas cruces en las casillas correspondientes.
[Drsminren | |
| Se mantienen estables I I
I Aumentd el nim ero de percelas infestadas l I
| Aumertd la intensidad de los gagues | I
I Aumentd el temario de los rodales infestados [ I
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Figura 7b. Cuestionario sobre incidencia de nematodos fitoparasitos en cultivos horticolas
protegidos de Almeria.

e n‘-mu CONSEJERIA DE AGRICULTURA Y PESCA

westgacon y Formacion Agrana y Pesquers

INCICE NCIA DE NEMATODOS FITOPARASITOS EN CULTIVOS HORTICOLAS

lll. MANEJO DE LAS ENFERME DADE S CAUSADAS POR NEMATODOS

e Indiquenos, por favor, los tratamientos mas habituales que suelen aplicar para nematodos fitoparasitos en el

cultivo y su grado de satisfaccion sobre su eficacia.

Tratamientos cortra nem atodos habituales en las Muy Bastante Algo Poco Nada

parcelas asesoradas por Ud. satisfecho | satisfecho | satisfecho | satisfecho | satisfecho

Trat. 1:

Trat. 2:

Trat. 3:

Trat. 4:

Trat. 5

segin su experiencia, en una escala de 1 a 5 la eficacia de las sigui i parad
delos dos: (1 = Nada eficaz, 5 = Com pletamente eficaz)

e  Por fayor, p

Opinion sobre su
eficacia (de1 a5)

Posibles tratamientos contra

Fumigacion del suelo con nemaicidas FUMIGANTES
(Agrocelhone ®, Drafol-one ®, Enzone ®, Metam sodo ®, Telone ®, Telopic ®,...)

Tratamientos con nematicidas NO FIMIGANTES
(Mocep ®, Nemacur ®, Sanimu ®, Vydate ®, ...)

Solarizacién

Biofumigacion

Biosolarizacidn

Variedades resistentes

Injertos en patrones

Productos bioldgicos y fortificantes (micortizas, aminoacidos, biorend,...)

Otros. Indicar:

IV. ASESORAMIENTO EN CASO ENFERME DADE S CAUSADAS POR HEMATODOS

« Del total de su ti dedicado al iento en dich | dri i nto le dedica

b

exclusivamente a nematodos:

Nada Muy poco Poco Bastante Mucho

Tiempo dedicaco al asesoramiento en nematodos

&

= :Podria val el i o ayuda prop por parte de la administracion en temas relacionados con
lalucha contra nematodos? Poner una cuz en la casilla comespondente.

Asesoramiento sobre nematodos Muy extenso Extenso | Suficiente | Insuficiente Nulo

Colegios profesionales (ITA, Agrénomas,...)

Consejeria de Agricutura (Sanidad Vegetal)

OPIs (Universidad, IFAP A, CSIC)

Empresas y Almacenes de Fitosanitarios

e ;Podria puntuar en una escala de 1 a 5 su nivel de satisfaccion personal en su trabajo diario ?
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1.2. MUESTREO NEMATOLOGICO EN LOS CULTIVOS HORTICOLAS

PROTEGIDOS DE ALMERIA

La caracterizacion de las poblaciones de Meloidogyne, presentes en el area de cultivos
protegidos de Almeria, se realiz6 mediante la toma de muestras de suelo y planta en 54
invernaderos seleccionados dentro de la region. Los campos a muestrear se seleccionaron
con la ayuda de técnicos pertenecientes a cooperativas agricolas y compafiias fitosanitarias
de la zona, tales como AgrupAlmeria, Agroiris, CASI, Casur, Consumomar, Eurosol, Las
Hortichuelas, Koppert, Naturchoice y Naturfresh, en base a:

a) Historial de problemas nematoldgicos.

b) Parcelas caracteristicas de produccién horticola protegida.

c) Variedades vegetales representativas.

d) Facilidad de acceso a los invernaderos.

e) La buena disposicion de los agricultores para participar en el estudio.

Los muestreos se llevaron a cabo desde Abril a Junio de 2010, un periodo elegido por
sus condiciones més favorables para la deteccion nematoldgica (Talavera, 2011).

Las densidades de poblacién de nematodos en suelo se estimaron desde muestras
compuestas de suelo recogidas con una pala alrededor de las raices de 10 a 12 plantas
infestadas de cada zona a estudiar. Los nematodos se recuperaron de dos submuestras de
250 cm® de suelo mezcladas para cada parcela, mediante el método de tamizado,
decantacion (Cobb, 1918) y posterior centrifugacion en gradiente de MgSO, con densidad
1,18 g/l (Coolen, 1979) y se contaron en placas de recuento bajo la lupa binocular. El

ndmero de nematodos en suelo se expres6 como J2s por 250 cm®de suelo.

Las raices infestadas, de las mismas 10 a 12 plantas de cada parcela estudiada, se
lavaron para eliminar los restos de suelo y se cortaron en segmentos de 1cm de longitud,
mezclandose minuciosamente. Las densidades de poblacién de nematodos en las raices se
estimaron en submuestras de 10g de raiz, mediante la extraccion de huevos por maceracion
y batida en una solucién de hipoclorito sédico (NaOCI) al 0,5% durante 3 min (Hussey y
Barker, 1973). Los huevos recogidos se contaron en placas de recuento bajo la lupa

binocular y el resultado se expresd como el nimero de huevos por g de raices.
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La informacién sobre las variables ambientales, historiales del cultivo y uso de
agroquimicos en cada parcela se obtuvo mediante entrevistas con los agricultores. Todas las
parcelas fueron geolocalizadas mediante un dispositivo GPS (Garmin 60CSX).

Para la identificacion de las especies de nematodos agalladores de la raiz, se
inocularon plantas de tomate susceptible cv. Roma en maceta, con una alicuota de la
suspension de huevos obtenida desde las raices infestadas que se tomaron en los
muestreos. Las plantas se mantuvieron en invernadero hasta la finalizaciébn de una
generacion de nematodos. Las hembras se separaron de las raices con la ayuda de un
microscopio de diseccion. Se utilizaron un minimo de 25 hembras de cada lugar para
identificar las especies de nematodos seglin su patrén perineal (Hartman y Sasser, 1985), de
iso-esterasas (Dalmasso y Bergé, 1978; Esbenshade y Triantaphyllou, 1985) y/o SCAR-
PCR (Zijlstra et al., 2000).

1.3. ANALISIS ESTADISTICOS

En los analisis estadisticos se utilizd el software Statistix 9.0 (Analytical Software,
Tallahassee, FL ©). Tras la recopilacién de la informacién de los cuestionarios y del estudio
del muestreo de nematodos, se realizaron analisis estadisticos descriptivos y exploratorios
sobre las respuestas obtenidas, incluyendo distribuciones de frecuencia y el célculo de la
tendencia central y las medidas de dispersién para las variables:

a) Porcentaje de campos infestados por nematodos.

b) Porcentaje medio del area dentro de un campo infestado por nematodos.
c) Porcentaje del area cultivada infestada por neméatodos.

d) Porcentaje de pérdidas de productividad inducidas por neméatodos.

e) Evolucion de los problemas nematoldgicos en los ultimos cinco afos.

f) Densidades de nematodos en suelo y raices.

Las relaciones entre estas variables cuantitativas y las variables cualitativas: comarca
agraria, cultivo hospedador, historial de cultivos, tratamientos nematicidas y especies de
Meloidogyne se analizaron mediante t-Student, test exacto de Fisher condicional para dos
proporciones, Wilcoxon Rank Sum, ANOVA y Kruskal-Wallis, dependiendo del tipo de
variable. Para todos los test se considerd significativo el valor de P<0,05.
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2. RESULTADOS

2.1. ENCUESTA SOBRE PERCEPCION DE LA INCIDENCIA DE MELOIDOGYNE
SPP. EN LOS CULTIVOS HORTICOLAS PROTEGIDOS DE ALMERIA

El 4rea media de superficie agricola supervisada por cada técnico fue de 89,0 + 4,1 ha
(media % error estandar), distribuida en 109 + 6 invernaderos cubiertos de plastico con una
superficie media de aproximadamente 1 ha. En nuestro estudio, el 37,1% de los campos se
localizaron en la zona de Levante y el 62,9% en la de Poniente. Los campos supervisados
por cada técnico se localizaron principalmente dentro de una sola de las dos areas (95,9%
de los casos), mientras que sélo en el 4,1% de los casos los técnicos fueron responsables de

fincas en las dos areas de cultivo.

Tomando las dos areas en conjunto, en la mayor parte de las parcelas se siguio el
sistema de cultivo de produccion integrada (60,5%), seguido por sistemas de produccion
convencional (34,7%) y de cultivo ecoldgico (4,7%). Sin embargo, comparando las dos
areas por separado se encontraron diferencias significativas ya que, en el area de Levante el
53,3% de los sitios se encuentran bajo produccion convencional, a diferencia de Poniente,
con sélo un 22,6% (P = 0,0004). Por el contrario, en el area de Levante el 35,0% de los
invernaderos estaban en sistemas de produccion integrada, mientras que en Poniente este
porcentaje llegd al 75,6% (P<0,0001). En relacién al cultivo ecol6gico, no se encontraron
diferencias significativas (P = 0,0572) Levante (9,7%) y Poniente un (1,8%).

El principal cultivo en la region, considerada en su conjunto, fue el tomate, seguido
en orden descendiente por sandia, pimiento dulce, meldn, pepino, calabacin, berenjena y
judias verdes. Individualmente, en la zona de Levante el cultivo mayoritario fue también
tomate, mencionado por el 100% de los técnicos, seguido por sandia (75,0%), calabacin
(41,7%), meldén (36,1%), pimiento dulce (27,8%), pepino (19,4%), berenjena (13,9%) y
judia verde (2,8%). En cambio, en Poniente, el pimiento dulce fue el cultivo mas frecuente,
mencionado en el 93,4% de las entrevistas. Ademas, en Poniente el rango de cultivos fue
mas amplio ya que pepino, meldn, sandia, berenjena, calabacin y tomate se citaron en mas

del 66,6% de los casos y la judia verde en el 16,4% de las entrevistas.

También se encontraron diferencias entre las dos areas en el tipo de secuencias de
rotacion de cultivos utilizadas. En Levante, predominaron el monocultivo del tomate en un
34,8% de los casos y la rotacion de tomate-sandia en un 33,3%, seguido por tomate-melén

en un 8,7%. En contraste, en la zona de Poniente la rotacion pimiento dulce-melén fue la
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secuencia mas usual (26,8%), seguida por el monocultivo de pimiento dulce (13,4%) y por
las rotaciones de pimiento dulce-sandia (11,0%), meldn-pepino (9,8%) y tomate-pepino
(5,5%). Otros monocultivos como pepino, berenjena, meldn, calabacin o sandia y varias
combinaciones de cucurbitaceas y solanaceas para rotaciones de cultivos, se citaron en

ambas regiones agricolas con menor frecuencia, menos del 5% de los casos.

La percepcién de los técnicos sobre el impacto de Meloidogyne en los cultivos
horticolas protegidos de Almeria esta resumida en la Tabla 9.

Tabla 9. Percepcion por los técnicos agricolas del impacto de las enfermedades inducidas por
nematodos en el area horticola de Almeria, Espafia.

Almeria  Poniente  Levante

Porcentaje de campos infestados por nematodos 17718  147€19 229+34 *
Porcentaje medio del area dentro de un campo infestado 188+16  18,0£16 20,1+3,1
Porcentaje del area cultivada infestada por nematodos 2,0+0,4 1,3+0,2 3,1+1,1
Porcentaje de pérdidas de productividad inducidas por nematodos 30,8+2,1  30,1+2,7 31,935
Evolucidn de los problemas nematoldgicos en los Gltimos cinco afios

Porcentaje de técnicos que opinan que los problemas nematoldgicos estan decreciendo 175 148 22,2
Porcentaje de técnicos que opinan que los problemas nematoldgicos estan estables 443 459 417
Porcentaje de técnicos que opinan que los problemas nematolégicos estan aumentando 38,1 39,3 36,1
Nimero de campos infestados de nematodos esta incrementando 25,8 24,6 27,8
Sintomas de la severidad de la enfermedad por nematodos estan incrementando 20,6 13,1 36,1 *
Tamafio de los rodales infestados dentro de un campo esté extendiéndose 33,0 31,1 34,3

Porcentajes expresados como medias = error estandar de la media.
* Valores de Levante y Poniente son diferentes segun el test Wilcoxon Rank Sum con nivel significativo a P<0,05

En general, la incidencia de las enfermedades causadas por Meloidogyne fue percibida
en mayor medida en la zona de Levante que en Poniente (P = 0,0138), pero las
percepciones de las pérdidas de productividad inducidas por nematodos fueron similares en
ambas regiones agricolas, con aproximadamente un 30% del total de la cosecha. No se
encontraron diferencias significativas entre cultivos o secuencias rotacionales, respecto a la
percepcion sobre el impacto de los nematodos en la region.

Un 38,1% de los técnicos consideraron que los problemas nematolégicos habian
empeorado en los dltimos cinco afios mientras que, el 44,3% opinaban que los problemas
con nematodos permanecian estables, sin diferencias de opinion entre técnicos de cada
area. De entre los que creyeron que el problema de infestacién estaba en aumento, el 25,8%
lo expres6 como un mayor nimero de campos infestados, el 20,6% como una
intensificacién de la severidad de los sintomas y un 33,0% como un incremento en el

tamafio de los rodales afectados. En el area de Levante, un mayor ndmero de técnicos
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pensaron que la severidad de las enfermedades nematoldgicas estaba intensificindose
(36,1%), en comparacion con el area de Poniente, que mostré un 13,1% (P = 0,0183).

Respecto a los métodos de control nematolégico aplicados, el 78,3% de los técnicos
admitieron el uso de fumigaciéon del suelo (70,1% con 1,3-dicloropropeno y 8,2% con
metam-sodio). La aplicacién de nematicidas no fumigantes fue citada por el 59,8% de los
entrevistados, la solarizacién del suelo por el 38,1%, el injerto por el 33,0%, los cultivares
resistentes por el 9,3%, los extractos vegetales por el 14,4% y la biofumigacion por el 6,2%.
Otros productos como aminoacidos, AMFs, Trichoderma y nematodos entomopatdgenos se
citaron en porcentajes inferiores al 5,0%. La Unica diferencia en los métodos de control
utilizados entre las dos areas se encontrd en la aplicacién de los extractos vegetales: 25,0%
en Levante frente al 8,2% en Poniente (P = 0,0240).

Los técnicos clasificaron también la efectividad de los métodos de control
nematoldgico, en orden descendente: nematicidas fumigantes, técnicas de injerto, cultivares
resistentes, nematicidas no fumigantes, biofumigacién, solarizacion del suelo, AMF,
aminoacidos, extractos vegetales, nematodos entomopatdgenos y Trichoderma. En una
escala de eficacia que oscila entre 1 y 5 (1=nada eficaz; 2=apenas eficaz;, 3=moderadamente
eficaz; 4=bastante eficaz y 5=muy eficaz), el 1,3-dicloropropeno se clasifico como 4,1+0,1,
el metam sodio como 3,4+0,1 y el uso de nematicidas no fumigantes como 2,8+0,1. La
solarizacion del suelo individualmente se catalogdé como 2,3+0,1. Sin embargo, cuando los
tratamientos quimicos se combinaron con la solarizacion del suelo, la eficacia se estimé en
4,3+0,1 si la combinacion se hizo con nematicidas fumigantes y 3,2+0,1 con nematicidas no
fumigantes. Las técnicas de injerto obtuvieron una eficacia de 3,7+0,1 mientras que, el uso
de cultivares resistentes se clasificd en 3,3+0,1 y la biofumigacion en 3,1+0,1. La eficacia de
los cultivares resistentes se creyd mayor por los técnicos en Poniente (3,5+0,1) que en los
de Levante (2,9+0,2) (P = 0,0495). Finalmente, la eficacia de la aplicacion de productos
orgéanicos y promotores del crecimiento radical, con valores para AMFs de 2,3+0,3,
aminodcidos 2,3+0,5, extractos vegetales 2,2+0,2, neméatodos entomopatdgenos 2,0+0,1 y

Trichoderma 1,3%0,3, se considerd como insuficiente.

Por ultimo, y en relacion a la informacion nematoldgica recibida, en una escala de 1 a
5 puntos donde (1=nunca; 2=ocasionalmente; 3=a veces; 4=frecuentemente y 5=la
mayoria de las veces), la frecuencia del asesoramiento sobre control de nematodos ofrecido

por los técnicos agricolas fue de 2,84+0,1. La utilidad de la informacion disponible para los
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técnicos, desde varias fuentes, también se valoré en una escala de 1 a 5 (1= muy pobre; 2=
pobre; 3= justa; 4= buena; 5= muy buena), donde las organizaciones profesionales
agrondmicas obtuvieron 1,8+0,1, los servicios de extension agricola e instituciones de

investigacion 2,0+0,1 y las compafifas fitosanitarias y comerciantes 2,2+0,1.

2.2. MUESTREO NEMATOLOGICO EN LOS CULTIVOS HORTICOLAS
PROTEGIDOS DE ALMERIA
La distribucion de las especies de Meloidogyne, en los 54 lugares muestreados, se
muestra en la Figura 8 y las coordenadas geogréaficas de los puntos, cultivos hospedadores,
tratamientos en suelo y densidades de poblacion de Meloidogyne se muestran en la Tabla 10.

Figura 8. Distribucidn de las especies de Meloidogyne en 54 invernaderos
de cultivos horticolas protegidos (Levante y Poniente) en Almeria.

Levante

Poniente

Species

X M. arenaria
4+ M. incognita

M. javanica

sl
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Tabla 10. Distribucidn geografica de muestras de nematodos agalladores, cultivo hospedador, tratamientos del suelo y densidades de poblacidon en raices y suelo.

Region Cultivo hospedador Historial de cultivos  Resistencia v Tratamientos del suelo w Densidades de nematodos agalladores Coordenadas
Especies x Huevos ¥ J2s 2

Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente - Mj 19.568 4.480 36957'23”N-02°32'02"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente - Mj 24.000 4.240 36°51'43”"N-02°24'31"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente - Mj 38.576 2.400 36952'34”N-02°23'20"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente - Mj 22.646 1.485 36°50'47”N-02°23'57"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente - Mj 47,030 6.750 36°51'52”"N-02°21'50"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente - Mj 45.458 9.085 36°48'36”N-02°15'00"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente 1,3-D Mj 113.117 3.440 36°51'44”N-02°24'29"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente 1,3-D Mj 52.730 435 36952'39”N-02°23'19"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente 1,3-D Mj 67.394 975 36952'39”N-02°23'19"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente 1,3-D + Fenamifos Mj 64.768 840 36°48'19”N-02013'46"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente Fenamifos Mj 53.382 4.790 36952'16”N-02°20'55"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente Fenamifos Mj 46.240 1.760 36°50'57”N-02°23'57"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente MeNa Mj 37.436 775 36°48'19”N-02013'43"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente Oxamilo Mj 19.030 1.200 36°51'53”"N-02022'47"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente Oxamilo Mj 42.468 365 36°47'50”N-02°14'39"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente SS+1,3-D Mj 34.278 520 36°49'08”N-02°10'50"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente SS + 1,3-D + Oxamilo Ma 9.828 1.920 36°49'56”N-02°25'33"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente SS +1,3-D + EPN Mj 18.658 490 36°49'13”N-02°10'49"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente SS+1,3-D+ EPN Mi 50.481 470 36°49'21”N-02°09'39"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate  Resistente SS + Fenamifos Mj 62.093 3.725 36°50'54”N-02023'46"W

v Hospedador adecuado para Meloidogyne. Resistente = cultivar resistente gen Mi o portainjerto; Susceptible = cultivar susceptible no injertado en portainjerto resistente.
w1,3-D: 1,3-dicloropropeno; EPN: neméatodos entomopatdgenos; MeNa: Metam-Sodio; RGP: promotores del crecimiento radical; SS: solarizacién del suelo

*Ma = Meloidogyne arenaria; Mi = Meloidogyne incognita; Mj = Meloidogyne javanica

¥ NUmero de huevos por g de raices

zNUmero de juveniles por 250 g de suelo
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Tabla 10 (continuacion). Distribucion geografica de muestras de nematodos agalladores, cultivo hospedador, tratamientos del suelo y densidades de poblacion en
raices y suelo.

Region Cultivo hospedador Historial de cultivos  Resistencia v Tratamientos del suelo w Densidades de nematodos agalladores Coordenadas
Especies x Huevos ¥ J2s2
Levante Tomate Monocultivo de tomate Resistente SS + RGP Mj 36.736 800 36951'563”N-02022'19"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Resistente RGP Mi 23.424 1.450 36°51'43”"N-02°22'07"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Resistente RGP Mj 27.379 1.075 36°52'28”N-02°22'20"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible - Mi 9.080 1.260 36952'28”N-02022'20"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible Fenamifos Mj 47.974 1.835 36°51'12”N-02°21'58"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible Fenamifos Ma + Mj 13.113 1.145 36°49°'10”N-02°10"43"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible MeNa Mj 960 390 36952'43”N-02023'13"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible SS Mj 53.163 1.315 36951'563”"N-02022'21"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible SS+13-D Mj 43.423 1.275 36°51'51”N-02°21'48"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible SS + MeNa Mi 48.318 1.210 36°49'56”N-02°09'44"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible SS + Extractos vegetales Mj 33,578 360 36°51'50”N-02°22'05"W
Levante Tomate Monocultivo de tomate Susceptible EPN + aceite de Neem Mj 41.958 1.530 36°48'08”N-02013'46"W
Levante Tomate Pimiento dulce-Melon Susceptible MeNa Ma 12.313 2.245 36°50'10”N-02°09'39"W
Levante Pepino Tomate-Pepino Susceptible SS + NaTC Mj 29.677 2.570 36°51'06”N-02°23'10"W
Levante Pimiento dulce Pimiento dulce Susceptible SS Ma 32.860 1.860 36°42'42”N-02042'41"W
Levante Sandia Pimiento dulce- Melén Susceptible SS+13-D Mj 46.062 2.065 36°49°'13”N-02°09'25"W
Poniente Tomate Monocultivo de tomate Resistente 1,3-D + Fenamifos Mj 12.840 405 36°48'03”N-02°35'05"W
Poniente Tomate Monocultivo de tomate Resistente SS+13-D Ma + Mi 17.616 240 36°48'59”N-02°36"17"W
Poniente Tomate Monocultivo de tomate Resistente SS+1,3-D Mj 14.223 590 36°48'16”N-02°39'15"W
Poniente Tomate Monocultivo de tomate Susceptible 1,3-D Mj 18.080 405 36°42'00”N-02°46'12"W

v Hospedador adecuado para Meloidogyne. Resistente =cultivar resistente o portainjerto resistente; Susceptible = cultivar susceptible no injertado en portainjerto resistente.
w 1,3-D: 1,3-dicloropropeno; EPN: nemétodos entomopatdgenos; MeNa: Metam-Sodio; RGP: promotores del crecimiento radical; SS: solarizacion del suelo

xMa = Meloidogyne arenaria; Mi = Meloidogyne incognita; Mj = Meloidogyne javanica

y Ndmero de huevos por g de raices

zNUmero de juveniles por 250 g de suelo
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Tabla 10 (continuacion). Distribucion geografica de muestras de nematodos agalladores, cultivo hospedador, tratamientos del suelo y densidades de poblacion en
raices y suelo.

Regién  Cultivo hospedador Historial de cultivos Resistenciav ~ Tratamientos del suelo w Densidades de nematodos agalladores Coordenadas
Especies x Huevos ¥ J2s2

Poniente Tomate Monocultivo de tomate Susceptible MeNa Mj 59.472 735 36°48'15”N-02°35'33"W
Poniente Tomate Monocultivo de tomate Susceptible SS+1,3-D Mi 1.056 2 36°47'15”N-02°37'52"W
Poniente Tomate Berenjena-Pimiento dulce Susceptible 1,3-D Mi 9.235 465 36°44'24”N-02°39'00"W
Poniente Tomate Tomate-Pimiento dulce Susceptible - Mi 7.890 1.145 36°44'27”N-02°39'00"W
Poniente Tomate Tomate-Sandia Susceptible SS + Biofumigacion Mj 8.080 1.600 36°41'30”N-02°43'58"W
Poniente Berenjena Monocultivo de berenjena Susceptible SS + RGP Mj 46.997 1.450 36°46'43”N-02°39'56"W
Poniente Berenjena Monocultivo de berenjena Susceptible 1,3-D + RGP Mi 52.922 1.740 -

Poniente Melén Pimiento dulce-Melon Susceptible Vaporizacion del suelo Ma 17.421 330 36°47'06”N-02046'22"W
Poniente Melon Pimiento dulce-Melon Susceptible 1,3-D + Oxamilo Ma 807 390 -

Poniente Melén Pimiento dulce-Mel6n Susceptible Fenamifos + Oxamilo Mj 14.075 190 36°44'24°N-02°48'19"W
Poniente Pimiento dulce Monocultivo de pimiento dulce Susceptible 1,3-D Mi 71.133 1.005 36°47'29”N-02047'15"W
Poniente Pimiento dulce Pimiento dulce-Pepino Susceptible MeNa Ma 989 6.056 37 47°06”N-02046"22"W
Poniente Sandia Pimiento dulce-Melon Susceptible 1,3-D + Extractos vegetales Mi 20.462 650 36°44'41”N-02°53'22"W
Poniente Sandia Pimiento dulce-Melon Susceptible 1,3-D + Extractos vegetales Mi 14.960 1.265 36°44'37”N-02°53'23"W

v Hospedador adecuado para Meloidogyne. Resistente =cultivar resistente o portainjerto resistente; Susceptible = cultivar susceptible no injertado en portainjerto resistente.
w1,3-D: 1,3-dicloropropeno; EPN: neméatodos entomopatdgenos; MeNa: Metam-Sodio; RGP: promotores del crecimiento radical; SS: solarizacién del suelo

*Ma = Meloidogyne arenaria; Mi = Meloidogyne incognita; Mj = Meloidogyne javanica

¥ NUmero de huevos por g de raices

zNUmero de juveniles por 250 g de suelo
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Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood se encontré en el 64,8% de los campos,
Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood en el 20,4% y Meloidogyne arenaria
Chitwood en el 11,1%. Solamente se encontraron poblaciones mezcladas en un 3,8% de los
campos (M. arenaria + M. incognita 1,9% y M. arenaria + M. javanica 1,9%). La
distribucion geogréafica de las especies de Meloidogyne fue claramente diferente entre las
regiones de cultivo (Figura 8) ya que, la prevalencia de M. javanica fue mayor en Levante
(80,6%) que en Poniente (38,9%) (P = 0,0048). En cambio, la prevalencia de M. incognita
fue mas baja en Levante (11,1%) que en Poniente (44,4%) (P = 0,0123) y no se
encontraron diferencias significativas en cuanto a las prevalencias de M. arenaria en cada
area (11,1% en Levante y 22,2% en Poniente) (P = 0,4179). Estas prevalencias se asociaron
con el cultivo principal dentro de cada area, tomate en Levante y pimiento dulce en
Poniente ya que, M. javanica apareci6 con menor frecuencia cuando la secuencia de
cultivos incluyd pimiento dulce (16,7%) en lugar de tomate (80,4%) (P = 0,0001), mientras
que M. arenaria aparecié con mayor frecuencia en pimiento dulce (41,7%) que en tomate
(7,2%) (P = 0,0104). La incidencia de M. incognita no se relaciond con los cultivos
incluidos en las rotaciones (P = 0,1143). Si consideramos conjuntamente la distribucién de
especies de Meloidogyne y la susceptibilidad o resistencia del cultivo, M. javanica se encontrd
mas frecuentemente sobre raices de tomate resistente (81,5%) que en susceptible (48,3%)
(P =0,0128), pero no se encontraron diferencias para M. arenaria ni para M. incognita.

Las tres especies de Meloidogyne se encontraron en alta densidades de poblacion en

numerosos lugares (Tabla 10). Los valores mas elevados en el nimero de huevos por
gramo de raices se encontraron en los lugares infestados con M. javanica (38.387+3.623),
significativamente mayores que aquellos con M. arenaria (12.370+4.382) (P = 0,0261), pero
no se encontraron diferencias entre estos y M. incognita (28.087+7.063). El nimero de
huevos de Meloidogyne recuperados desde las raices, fue también mas elevado en Levante
(38.033+3.499 huevos por g de raices) que en Poniente (21.570+4.982) (P = 0,0047), y la
produccion de huevos fue mas baja cuando los cultivos de cucurbitaceas se incluyeron en la
secuencia de rotacion (16.485+4.279), en comparacion con el monocultivo de cualquier
solanacea o la rotacion solandcea-solanacea (36.196+3.368) (P = 0,0058). Un modelo
similar se observé para las poblaciones de nematodos recuperadas desde el suelo entre las
areas agricolas, ya que el nimero de juveniles por 250 g de suelo fue mayor en Levante
(2.015%315) que en Poniente (1.037£319) (P = 0,0041).

Maria Elena Flor Peregrin 69



Discusion Evaluacion de la incidencia de Meloidogyne

3. DISCUSION

Los resultados de este estudio se basan en las opiniones de los técnicos agricolas, mas
que en las de los agricultores individualmente, dado que son un grupo de personal
cualificado con una amplia experiencia en manejo de plagas y enfermedades de los cultivos
sobre grandes superficies (aproximadamente 89 ha), por lo que pueden ser considerados
como “expertos”. Su conocimiento acumulado proporciona una informacién valiosa sobre
las demandas de investigacién o los huecos existentes en la transferencia de tecnologia, y
podrian ayudar a los gestores implicados en la toma de decisiones en la proteccion de
cultivos frente a nematodos parasitos de plantas. La mayoria de los técnicos (95,9%)
supervisaron los campos dentro de una sola comarca agricola, bien Levante o bien
Poniente, y s6lo en el 4,1% de los casos, los técnicos eran responsables de campos en
ambas comarcas. Por tanto, la informacion proporcionada estuvo altamente localizada, tal
como los cultivos o las secuencias rotacionales empleadas, lo cual puede, presumiblemente,

afectar al grado y extension de las infestaciones de nematodos.

La percepcion de los técnicos sobre el impacto de los nematodos, esta resumida en la
Tabla 9. Aunque el impacto de los nematodos fue percibido en mayor medida en la
comarca de Levante que en Poniente (P = 0,0138), la incidencia de Meloidogyne percibida
para el total de la region fue del 18%, posiblemente infravalorando el problema real dado
que varios estudios nematolégicos previos han mostrado incidencias que oscilan entre el 20
y el 40% (Talavera et al., 1999; Verdejo-Lucas et al., 2002). Esta baja percepcion de la
incidencia de Meloidogyne esté en contradiccion con el elevado uso de nematicidas, como se
indicd por Céspedes et al., (2009), quienes encontraron que el uso de nematicidas fue mas
alto en Almeria que en otras regiones horticolas. En general, las percepciones de la
extension de los problemas nematol6gicos se basan en la observacién de los sintomas en
planta y el agallamiento en la raiz, mas que en el muestreo de nematodos y en analisis
cuantitativos en suelo o planta. Como resultado, las enfermedades causadas por Meloidogyne
pasan con frecuencia desapercibidas en los campos con bajos a moderados niveles de
infestacion, donde la observacion de las agallas de los nematodos en las raices no es obvia
hasta el final del cultivo. Existe, por tanto, la necesidad de un estudio nematoldgico

cuantitativo mas extenso, para determinar la prevalencia real de Meloidogyne en la region.

En relacién a las pérdidas de productividad atribuibles a Meloidogyne, nuestras
estimaciones basadas en la observacion de los técnicos, indicaron un valor del 30,8% del
rendimiento total. Dado que, el 17,7% de los lugares se estimaron como infestados por
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nematodos, con un area de sintomas del 18,8% por campo, el area total de cultivo infestada
por Meloidogyne se calculé en un 2%. En base a este nimero, las pérdidas econdmicas,
calculadas desde el precio recibido por los agricultores en origen, durante la estacion 2009-
2010 (Tabla 1) (MARM, 2010), se estimd en 1.899.812 € en pimiento, 1.749.761 € en
tomate, 918.293 € en pepino, 649.504 € en calabacin, 451.940 € en sandia, 411.313 € en
berenjena y 284.498 € en meldn. En ausencia del uso de nematicidas, estas pérdidas
atribuibles a nematodos habrian sido mayores, ya que su estimacion se realizd, en la
mayoria de los casos, tras la aplicacion de diversos nematicidas (el 66% de los sitios
muestreados habian sido tratados con productos nematicidas en la campafia 2009-2010).
Por tanto, los valores estimados en este estudio deberian interpretarse como el limite mas
bajo del valor econdmico de pérdidas de rendimiento debidas a Meloidogyne en la region.
Las pérdidas de productividad también varian entre lugares, estaciones y afios, dependiendo
principalmente de la susceptibilidad del cultivo, de las densidades de poblacion inicial de los
nematodos y de las condiciones ambientales (como por ejemplo la temperatura). Ademas,
otras externalidades como el impacto medioambiental, los costes de mano de obra, etc.,
también deberian ser cuantificadas monetariamente. Dado que las percepciones de los
técnicos sélo proporcionan datos aproximados sobre las pérdidas de productividad
generadas por los nematodos, se requiere una valoracion mas precisa de estas pérdidas bajo

condiciones de campo.

Los técnicos clasificaron la eficacia de los métodos de control nematoldgico, en
orden descendiente como: nematicidas fumigantes, técnicas de injerto-cultivares resistentes,
nematicidas no fumigantes, biofumigacion, solarizacién del suelo, hongos formadores de
micorrizas arbusculares, aminoacidos, extractos vegetales, nematodos entomopatdgenos y

Trichoderma.

El 78,3% de los técnicos admitieron el uso de la desinfestacion quimica del suelo con
nematicidas fumigantes (70,1% con 1,3-dicloropropeno y 8,2% con metam-sodio) a la que
catalogaron entre bastante y muy eficaz. El estudio también revel6 que, aunque una
mayoria de cultivos son producidos en concordancia con los sistemas de produccion
integrada, un gran nimero de agricultores ain contintan con los métodos de produccion
convencional en la comarca de Levante, donde el monocultivo del tomate esta
generalizado. En estos monocultivos, la fumigacion quimica del suelo es una practica

comun en el control de enfermedades, incluyendo nematodos (Céspedes et al., 2009).
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La aplicacion de nematicidas no fumigantes fue mencionada por el 59,8% de los
entrevistados y su eficacia, cuando fueron aplicados solos, estuvo cercana a moderada. El
uso de la solarizacion como método de control fue mencionado por el 38,1% de los
técnicos, aunque por si misma fue catalogada como apenas eficaz. Sin embargo, cuando los
tratamientos quimicos se combinaron con la solarizacion del suelo, la percepcion de la

eficacia de ambos se incrementd hasta moderadamente eficaz.

La técnica del injerto se utiliza, fundamentalmente, como un medio para mejorar el
vigor de la planta y obtener frutos de tamafio homogéneo durante la produccién fuera de
temporada, pero también porque los porta-injertos de tomate muestran resistencia a
diversos patdgenos, entre ellos Meloidogyne. El injerto se percibe como una medida bastante
extendida en la regién (33,0%). En contraste, el uso de cultivares de tomate resistentes,
como método de control, no es frecuente en absoluto (9,3%), probablemente debido a que
el mercado demanda cultivares especificos que en muchos casos no portan genes de
resistencia. La eficacia de estos métodos de control fue percibida como de moderada a
bastante eficaz para las técnicas de injerto (3,7+0,1) y el uso de cultivares resistentes
(3,3+0,1). Esta percepcion es interesante dado que, la resistencia innata de la planta por si
misma deberia ser extremadamente efectiva como método de control. Sin embargo, en el
caso del tomate, aunque en general las plantas resistentes a nematodos o los porta-injertos
suprimen significativamente la reproduccion de estos, los incrementos en la poblacion, a
veces, ocurren con ciertas combinaciones de genotipos de plantas y poblaciones de
nematodos (Sorribas et al., 2005; Cortada et al., 2009). En nuestro estudio de campo se
encontraron, inesperadamente, elevadas densidades de poblacion de Meloidogyne en
portainjertos y sobre cultivares de tomate con el gen de resistencia Mi, lo cual sugiere la
falta de expresion del gen de resistencia Mi causada por las tipicas temperaturas elevadas
del suelo (Dropkin, 1969) propias de los invernaderos plésticos o bien la existencia de
poblaciones virulentas de neméatodos agalladores capaces de superar este gen resistente, lo
cual podria dirigir a la percepcion de que, la resistencia a estos nematodos no proporciona
una respuesta satisfactoria a la infestacién de Meloidogyne en monocultivo de tomate en
Almeria.

El uso de la biofumigacion sélo fue reconocido por un 6,2% de los técnicos. Aunque
su eficacia moderada (3,1+0,1) fue comparable a la de los nematicidas no fumigantes, no es

atn una medida de control extendida en la region.
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El uso de extractos vegetales mostrd una extension considerable entre los técnicos
(14,4%), no obstante fueron considerados como apenas eficaces (2,2+0,2), por lo que su
extension se justifica porque con frecuencia estos métodos de control fueron usados en
combinacién con otros o en sistemas de produccién ecoldgica. Otros productos registrados
como promotores del crecimiento radical (aminoécidos, hongos formadores de micorrizas
arbusculares, Trichoderma y nematodos entomopatdgenos) se citaron en porcentajes

inferiores al 5,0% y se consideraron con una eficacia insuficiente.

Meloidogyne javanica fue la especie predominante, seguida por M. incognita y M.
arenaria. A pesar de la baja incidencia de M. arenaria, documentada en publicaciones
previas (Sanz et al., 1998; Lopez-Pérez et al., 2011), en nuestro estudio esta especie aparecio
en un 11,1% de los lugares en Levante y en un 22,2% en Poniente, una incidencia
significativamente mayor que la documentada previamente. La prevalencia de M. javanica
fue mayor en Levante que en Poniente a la vez que, la prevalencia de M. incognita fue mas
baja en Levante que en Poniente. Esta diferencia parece ser cultivo-dependiente dado que,
M. javanica se encontrdé con menor frecuencia cuando la secuencia de cultivo incluy6
pimiento (principal cultivo en Poniente), que cuando estuvo basada en rotaciones con
tomate (principal cultivo en Levante). La resistencia de muchos cultivares de pimiento a M.
javanica ha sido documentada por Robertson et al. (2006), quienes encontraron que
ninguna de las poblaciones de M. javanica aisladas desde los suelos espafioles fueron
capaces de colonizar cultivares resistentes tales como Charleston Belle, Carolina Wonder y
Atlante, o los cultivares susceptibles Capino y Sonar. Hartman y Sasser (1985) también
indicaron que, solo el 7% de 311 poblaciones de M. javanica estudiadas fueron capaces de
parasitar pimiento. El establecimiento de las distintas especies de Meloidogyne podria verse
influenciado por las rotaciones de cultivos, de forma que los cultivares de pimiento
servirian para reducir las poblaciones de M. javanica que serian incapaces de reproducirse
en ellos y, a la vez, contribuirian a seleccionar poblaciones de M. arenaria 0 M. incognita
capaces de reproducirse en estos cultivares, aumentando relativamente la incidencia de
estas dos Ultimas especies en la comarca de Poniente, donde las rotaciones con pimiento

predominan.

Las tres especies de Meloidogyne se encontraron en alta densidades de poblacion en
numerosos lugares. EI numero de huevos de Meloidogyne recuperados desde las raices fue
mas elevado en Levante que en Poniente, y un modelo similar se observd para las

poblaciones de nematodos recuperadas desde el suelo. Por otra parte, los valores mas
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elevados en el nimero de huevos por g de raices se encontraron en los lugares infestados
con M. javanica y la produccion de huevos fue mas baja cuando los cultivos de
cucurbitaceas se incluyeron en la secuencia de rotacion, lo cual corroboré los resultados
previos (Verdejo-Lucas et al., 2002). La influencia de las caracteristicas reproductivas del
nematodo, unido a la idoneidad del cultivo hospedador o a la especie de nematodo
involucrada, podrian influir en las mayores densidades de poblacion encontradas en
Levante, permitiendo que los sintomas de Meloidogyne lleguen a ser manifestados mas
claramente en esta comarca, en comparacion con el Poniente. Esto proporcionaria una
explicacion para las diferencias en la percepcion de los técnicos, en cuanto a la severidad de

los sintomas de los nematodos en las dos comarcas.

Existen varias practicas de manejo que podrian afectar la expansion de las
infestaciones de nematodos y la distribucion de las especies de Meloidogyne entre los
cultivos almerienses como son el monocultivo del tomate, las secuencias de rotacion, la
plantacion en pleno verano a elevadas temperaturas del suelo, una escasez de preparacion
del suelo antes de la plantacion y el uso de plantas resistentes y la seleccién de poblaciones
virulentas. La propagacion de la infestacion de los nemétodos, dentro de un terreno
determinado, es probablemente atribuible al riego cuando los rodales de plantas infestadas
generalmente se localizaron con lineas de riego por goteo. El constante trafico a pie, en un
sistema de gran trabajo intensivo, podria también contribuir en algiin grado. Los sistemas
de enarenado, normalmente, permanecen sin perturbacion durante afios, de este modo la
dispersion de la infestacion de los neméatodos de campo a campo es menos probable. Sin
embargo, los suelos importados desde lugares de excavaciones locales podrian contribuir

mas significativamente a la dispersion de las infestaciones nematolégicas.

A pesar de que las percepciones de los técnicos documentadas en este estudio han sido
utiles, para obtener una aproximacion de como los problemas nematoldgicos y la
distribucion de las especies de Meloidogyne se han desarrollado en esta region y, de este
modo, prever como podria continuar en el futuro proximo, se requieren datos obtenidos

desde los experimentos sistematicos de campo para contrastar estas hipétesis.
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Material y Métodos Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne Disefio experimental

1. MATERIAL Y METODOS

1.1. DISENO EXPERIMENTAL

Los sujetos de estudio fueron el nematodo Meloidogyne incognita (Kofoid y White)
Chitwood, los cultivares de tomate (Solanum lycopersicum L.) Durinta F1 y Josefina y
distintos microorganismos edaficos y extractos vegetales.

Los microorganismos y productos antagonistas de nematodos a ensayar fueron
seleccionados en base a dos criterios de aplicabilidad:

a) Haber sido citados en la literatura cientifica con algun efecto como antagonistas
de nemétodos fitoparéasitos del género Meloidogyne.

b) Que se encontraran ya comercializados o préximos a su comercializacién, que
estuviesen recomendados para el control de otras plagas o enfermedades o

simplemente registrados como promotores del crecimiento vegetal.
En concreto se ensayaron:

a) Hongos formadores de micorrizas arbusculares (AMF):
e Glomus intraradices Shenck y Smith

e Glomus mosseae (Nicol. y Gerdemann) Gerdemann y Trappe
b) Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR):

e Bacillus megaterium de Bary

e Pseudomonas putida Trevisan
c) Bacteria hiperparasita de Meloidogyne:

e Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre y Starr
d) Hongos antagonistas de nematodos:

e Trichoderma harzianum Rifai

e) Extractos vegetales y aceites esenciales:
e Allium sativum L. (Ajo)
e Quassia amara L. (Quassia)
e Thymus zygis L. (Tomillo)

e Aczadirachta indica A.Juss. (Neem)
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Los estudios se basaron en la interaccion entre hongos formadores de micorrizas
(AMF) y otros agentes y productos antagonistas. Por ser los AMF el producto biol6gico de
aplicacion al suelo con un desarrollo comercial méas extenso, a través de numerosos
productos presentes en el mercado, en todos los ensayos se incluyeron los AMFs, G.
intraradices y G. mosseae. Se realizaron tres ensayos sobre el patosistema tomate-M.
incognita, para el estudio de las interacciones entre AMFs y otros agentes antagonistas:

e Ensayo 1: AMFs-Bacterias
e Ensayo 2: AMFs-Trichoderma

e Ensayo 3: AMFs-Extractos vegetales.

1.1.1. ENSAYO 1. EFECTOS DE LA MICORRIZACION E INOCULACION CON BACTERIAS

Se estudio el efecto de la micorrizacion con G. intraradices 0 G. mosseae (AMF),
inoculacion con bacterias, B. megaterium, P. putida o P. penetrans y del uso combinado de
AMF vy bacterias, sobre el crecimiento vegetal en ausencia de nematodos y sobre el
patosistema tomate-M. incognita. Se ensayaron 24 tratamientos (Tabla 11).

Los tratamientos se identificaron mediante un codigo de tres letras en la que la
primera letra corresponde a la micorrizacion, la segunda a la inoculacién con bacterias y la

tercera a la infestacién con M. incognita, con los siguientes cédigos:

@:  No inoculacién
K Micorrizacion por G. intraradices

M:  Micorrizacién por G. mosseae

B:  Inoculacién con B. megaterium
S Inoculacion con P. putida
P:  Inoculacién con P. penetrans

N:  Infestacién con M. incognita
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Tabla 11. Tratamientos ensayados para el estudio de la interaccién AMF-bacterias en el patosistema
Tomate-M. incognita.

Codigo AMF PGPR Nematodo
[223] - - R
[100] G. intraradices - -
[Mod] G. mosseae - 5
[2BD] - B. megaterium -
[1B2] G. intraradices B. megaterium -
[MBd] G. mosseae B. megaterium -
[2S7] - P. putida -
[1S0] G. intraradices P. putida -
[MS@] G. mosseae P. putida -
[2P2] P. penetrans -
[1PZ] G. intraradices P. penetrans -
[MPaZ] G. mosseae P. penetrans -
[2@N] - - M. incognita
[19N] G. intraradices - M. incognita
[M2N] G. mosseae - M. incognita
[2BN] - B. megaterium M. incognita
[1BN] G. intraradices B. megaterium M. incognita
[MBN] G. mosseae B. megaterium M. incognita
[9SN] - P. putida M. incognita
[ISN] G. intraradices P. putida M. incognita
[MSN] G. mosseae P. putida M. incognita
[2PN] - P. penetrans M. incognita
LIPN] G. intraradices P. penetrans M. incognita
[MPN] G. mosseae P. penetrans M. incognita

Todos los tratamientos fueron replicados cinco veces y repetidos durante los afios
2007 y 2008, para cada uno de los dos cultivares de tomate estudiados cv. Durinta F1y cv.
Josefina. Total por afio: 240 plantas, 120 de cada cultivar.

1.1.2. ENSAYO 2. EFECTOS DE LA MICORRIZACION E INOCULACION CON
TRICHODERMA HARZIANUM

Se estudio el efecto de la micorrizacion con G. intraradices 0 G. mosseae, inoculacion
con el hongo antagonista T. harzianum y del uso combinado de la micorrizacion e
inoculacion con T. harzianum, sobre el crecimiento vegetal en ausencia de nematodos y

sobre el patosistema tomate-M. incognita. Se ensayaron 12 tratamientos (Tabla 12).

Los tratamientos se identificaron mediante un cédigo de tres letras en la que la
primera corresponde a la micorrizacion, la segunda a la inoculacién con el hongo y la

tercera a la infestacion por M. incognita, con los siguientes codigos:
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@: No inoculacion
I: Planta micorrizada por G. intraradices
M: Planta micorrizada por G. mosseae

T: Planta inoculada con T. harzianum

N: Planta infestada con M. incognita

Tabla 12. Tratamientos ensayados para el estudio de la interaccion AMF-Trichoderma en el
patosistema Tomate-M. incognita.

Caodigo AMF Hongo antagonista Nematodo
[220] -

[100] G. intraradices

[M@a] G. mosseae

[2T12] - T. harzianum

[1T] G. intraradices T. harzianum

[MT@] G. mosseae T. harzianum

[2@N] - M. incognita
[10N] G. intraradices M. incognita
[M2N] G. mosseae M. incognita
[9TN] - T. harzianum M. incognita
[ITN] G. intraradices T. harzianum M. incognita
[MTN] G. mosseae T. harzianum M. incognita

Todos los tratamientos fueron replicados cinco veces y repetidos durante los afos
2009 y 2010, para cada uno de los dos cultivares de tomate estudiados cv. Durinta F1 y cv.
Josefina. Total por afio: 120 plantas, 60 de cada cultivar.
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1.1.3. ENSAYO 3. EFECTOS DE LA MICORRIZACION Y APLICACION AL SUELO DE
EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES

Se estudi6 el efecto de la micorrizacion con especies del género Glomus (G.
intraradices 0 G. mosseae), de la aplicacion al suelo de aceites esenciales y extractos vegetales,
(Azadirachta indica, Allium sativum, Thymus zygis o Quassia amara) y de su uso combinado,
sobre el crecimiento vegetal en ausencia de nematodos y sobre el patosistema tomate-M.
incognita. Se ensayaron 22 tratamientos (Tabla 13).

Los tratamientos se identificaron mediante un codigo de tres letras en la que la
primera corresponde a la micorrizacion, la segunda a la aplicacién del extracto vegetal o

aceite esencial y la tercera a la infestacién por M. incognita, con los siguientes c6digos:

@: No inoculacion

I: Planta micorrizada por G. intraradices

M: Planta micorrizada por G. mosseae

A: Planta inoculada con extracto vegetal de Allium sativum
N: Planta inoculada con aceite esencial de Azadirachta indica
Q: Planta inoculada con extracto vegetal de Quassia amara
To: Planta inoculada con aceite esencial de Thymus zygis

N: Planta infestada con M. incognita
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Tabla 13. Tratamientos ensayados para el estudio de la interaccion AMF-extractos vegetales en el
patosistema Tomate-M. incognita.

Caodigo AMF Aceite esencial o extracto Nematodo
[207]

[193] G. intraradices

[MZa] G. mosseae

[9ND] Azadirachta indica

[2AT] Allium sativum

[9Tod] Thymus zygis

[2Q2] Quassia amara

[2@N] M. incognita
[19N] G. intraradices M. incognita
[MZN] G. mosseae M. incognita
[9NN] Azadirachta indica M. incognita
LINN] G. intraradices Azadirachta indica M. incognita
[MNN] G. mosseae Azadirachta indica M. incognita
[2AN] Allium sativum M. incognita
[1AN] G. intraradices Allium sativum M. incognita
[MAN] G. mosseae Allium sativum M. incognita
[2ToN] Thymus zygis M. incognita
[1ToN] G. intraradices Thymus zygis M. incognita
[MToN] G. mosseae Thymus zygis M. incognita
[20ON] Quassia amara M. incognita
[ION] G. intraradices Quassia amara M. incognita
[MQON] G. mosseae Quassia amara M. incognita

Todos los tratamientos fueron replicados en espacio cuatro veces y repetidos durante
los afios 2009 y 2010, para cada uno de los dos cultivares de tomate estudiados cv. Durinta
F1y cv. Josefina. Total por afio: 176 plantas, 88 de cada cultivar.

1.2. MATERIAL UTILIZADO

1.2.1. MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron semillas de tomate susceptibles a Meloidogyne de dos cultivares de uso

frecuente en la agricultura local:

a) Durinta F1 (Western seeds). Variedad de ramillete de larga vida de forma
multilocular, sin acostillado. Resistente a Verticillium y Fusarium.
b) Josefina (Hazera seeds). Variedad tipo cereza suelto de larga vida. No presenta

ningun tipo de resistencia.
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Todas las semillas fueron esterilizadas en superficie por inmersion en una solucion de
hipoclorito sédico (NaOCI) al 5% durante 10 minutos y, posteriormente, lavadas varias
veces con agua destilada. Tras ello, se dejaron sumergidas en agua destilada durante dos
horas antes de ser transferidas a bandejas de germinacion con sustrato de turba.

1.2.2. CONTENEDORES

Bandejas de germinacion de poliestireno expandido con celdillas de 25 ml de
capacidad (Figura 9) para el sustrato de germinacién y macetas termoformadas en
polipropileno negro de 780 ml de capacidad (12 cm de diametro x 10,6 cm de altura y 5° de
inclinacién) para los ensayos con suelo (Figura 10).

ﬁgura 9. Bandeja de germinacion de poliestirenm

ﬁigura 10. Macetas termoformadas de polipropilen\
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1.2.3. SUSTRATOS Y SUELOS

Sustrato artificial a base de turba rubia de Sphagnum (80%) y perlita (20%) para la
germinacion de las semillas, y suelo del tipo arena limosa (arena 84%: limo 10%: arcilla
6%), cuya textura asegura un buen desarrollo radical y movimiento de los nematodos, pH
7,7, materia organica 0,5% y conductividad eléctrica 3,8 dS/m, para los ensayos en

invernadero.

Ambos fueron esterilizados por vapor fluente, sometiendo bolsas de capacidad de 1
litro a dos ciclos de 60 min, separados por 24 horas, en autoclave (120 °C, 1 atm.). Antes de
rellenar las bandejas y las macetas con los sustratos y suelos, estos se enfriaron a

temperatura ambiente.

1.2.4. INOCULOS DE HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS ARBUSCULARES (AMF)

Se ensayaron dos especies de hongos formadores de micorrizas arbusculares, G.
intraradices BEG123 y G. mosseae BEG119, ambos procedentes de coleccion (EEZ-CSIC,
Granada). Los inoculos estuvieron formados por suelo rizosférico con esporas, hifas y
fragmentos de raices micorrizadas con una colonizacién del 75%, producidos en
invernaderos usando trébol (Trifolium repens L.) y sorgo (Sorghum tricolor L. Moench) como
plantas hospedadoras y una mezcla de vermiculita:sepiolita (1:1, V:V) como sustrato.

La concentracion de los indculos de AMF se ajusté mediante la técnica de diluciones
seriadas (Sieverding, 1991) y se determind, mediante el nimero més probable de
propagulos de hongos micorricicos (Porter, 1979), en 125 propagulos de micorrizas por g
de sustrato.

Todas las plantas de tomate para los tratamientos con micorrizacion fueron
germinadas en sustrato de turba rubia de Sphagnum (80%) y perlita (20%), mezclado con 3
g de inéculo de AMF, (375 propagulos de micorrizas por planta), previamente a su
trasplante a maceta en invernadero, ya que se ha descrito que una micorrizacion previa
resulta mucho mas efectiva, en el control de las enfermedades causadas por Meloidogyne,
que una inoculacién simultdnea con nematodos (Talavera et al., 2001). Las macetas
correspondientes a tratamientos con AMF fueron nuevamente inoculadas con 15 g (1875
propagulos micorricicos por maceta) de los correspondientes indculos de hongos
micorricicos, colocando el indculo bajo las raices del plantdn en el momento del trasplante.

Tres semanas después del trasplante, se comprob6 microscépicamente la colonizacion por
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el AMF (aproximadamente 40%) en plantas de reserva. A los tratamientos sin AMF se les
afiadio la misma cantidad de indculo autoclavado (60 min, 120 °C, 1 atm).

1.2.5. INOCULOS DE RIZOBACTERIAS (PGPR)

Basandonos en datos como los aportados por Kluepfel et al. (2002), donde se
reconoce a Bacillus y Pseudomonas spp. como las principales bacterias en promover el
crecimiento vegetal y en reducir el dafio causado por fitopatdgenos; y en que para que las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) establezcan una relacion
beneficiosa con la planta necesitan la colonizacion de ésta (Vessey, 2003), nuestros ensayos
incluyeron como PGPR dos cepas autoctonas, una de la bacteria endofitica B. megaterium y
la otra de la rizosférica P. putida, procedentes de la coleccién de la Estacién Experimental
del Zaidin, CSIC, Granada (Marulanda-Aguirre, 2006). Ambas fueron multiplicadas en
medio liquido Nutrient Broth (NB) (8 g por I) en agitacion, usando matraces de 250 ml con
50 ml de medio, durante 48 horas a 28°C y durante 72 horas a 37%2 °C, respectivamente.
Los cultivos crecidos en dichos caldos nutritivos fueron centrifugados a 4500g durante 5
min a 20°C (Medina et al., 2003; Marulanda-Aguirre et al., 2008). El sobrenadante fue
descartado y el sedimento se resuspendié en agua esterilizada. La turbidez bacteriana fue
valorada mediante densidad éptica de OD560nm=2,0 representando, aproximadamente,
una concentracion final de 10° unidades formadoras de colonias (ufc) por ml.

Las plantas con tratamiento de aislado bacteriano recibieron el indculo sobre las
raices laterales (a una distancia de 1 cm del meristemo de la raiz primaria) (LOpez-Bucio et
al., 2007), una semana antes del trasplante a maceta, en dosis de 1 ml (10®ufc) por planta.
La misma cantidad de medio autoclavado (20 min, 120 °C, 1 atm) fue afiadido a las plantas

sin tratamiento bacteriano.

1.2.6. INOCULO DE PASTEURIA PENETRANS

Como inbculo de la bacteria hiperparasita de Meloidogyne, P. penetrans, se utilizd el
producto comercial Pasteuria Nematec ® procedente de Japon y consistente en polvo de
raices de tomate cargado de endosporas de P. penetrans, obtenido segun el método de
Stirling y Wachtel (1980), y con una concentracion de 10° endosporas por g de producto.
Se prepard una suspension acuosa con 5x10° endosporas por ml. Justo antes del trasplante,
50 ml de la suspension (2,5x10" esporas) se vertieron sobre el suelo contenido en cada

maceta. Se utilizé esta concentracion de esporas ya que, como documentaron Stirling
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(1984), Stirling et al. (1990) y Chen et al. (1996), esta cantidad proporciona control de las
poblaciones de nematodos agalladores en campo. Ademads, la aplicacién del
microorganismo se realizd en ese determinado momento basandonos en el dato
documentado por Tzortzakakis et al. (1997) donde se expresd que, la aplicacion de la
bacteria en semilleros no suprimié la multiplicacion de los nematodos después del
trasplante en suelos infestados indicando que, el método efectivo de empleo es una
aplicacion de esporas en el lugar de plantacion. Las plantas que no recibieron esporas
viables de P. penetrans se trataron con una suspension de esporas gque previamente habia
sido autoclavada (20 min, 120 °C, 1 atm).

1.2.7. INOCULO DE TRICHODERMA HARZIANUM

Se utiliz6 el producto comercial R-16 Tricofag Agromed ®, que consiste en una
suspension de cepas seleccionadas de T. harzianum en medio de cultivo liquido estéril (10’
ufc por ml). Se prepard una suspension con 4x10* ufc por ml. Justo antes del trasplante, 50
ml de la suspension (2x10° ufc) se mezclaron con el suelo de cada maceta. Hubo una
segunda inoculacion, una semana después del trasplante, con la misma cantidad de inéculo
flngico, por lo que cada maceta recibié 4x10° ufc. Con ello nos aseguramos su
establecimiento en la rizosfera, aunque Affokpon et al. (2011a) demostraron el réapido
asentamiento de los aislados fangicos en suelo y su persistencia, por al menos ocho
semanas tras la aplicacion, desestimando la necesidad de repetir aplicaciones. Las plantas
que no recibieron T. harzianum se trataron con igual volumen de producto autoclavado (20
min, 120 °C, 1 atm).

El sustrato estéril utilizado fue favorable para la poblacién fangica de Trichoderma, en
base a los resultados de otros estudios (Ahmad y Baker, 1987; Sariah et al., 2005) donde los
aislados difirieron en la adaptacién a los tipos de suelo y a la competencia rizosférica y
donde la poblacion de Trichoderma spp. aumentd, en mayor medida, en suelo esterilizado
confirmando que, éste proporciona un ambiente mas favorable para la proliferacion

fungica, de acuerdo con los hallazgos de Shaban y EI-Komy (2001).

1.2.8. EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES

Se evaluaron cuatro productos basados en extractos vegetales y aceites esenciales:

a) BIO 175 Agromed ®: 99% de aceite de neem (Azadirachta indica).
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b) BIO 125 Ajo Agromed ®: 99% extracto liquido de ajo (Allium sativum).

¢) BIO 75 Timol Agromed ®: 99% de aceite natural obtenido por maceracion de
arbustos de tomillo rojo (Thymus zygis).

d) BIO 50 Agromed ®: 100% de extracto natural obtenido por maceracion de la
madera seca y pulverizada de Quassia (Quassia amara).

Estos productos fueron diluidos en concentracion 1:500 (v/V) para su aplicacion a las
dosis recomendadas por el fabricante. Los productos se aplicaron en dosis de 100 pl de
extracto por maceta, en soluciones de 50ml, y se realizaron por triplicado en un periodo de
30 dias (100 ul de extracto por planta cada 10 dias). La primera aplicacion fue justo antes
del trasplante. Las plantas que no fueron tratadas con los extractos vegetales recibieron 50
ml de agua destilada en cada aplicacion.

1.2.9. INOCULO DE NEMATODOS FITOPARASITOS (M. INCOGNITA)

La poblacién original de M. incognita fue recolectada de suelo y raices de un cultivo
de clavel en Chipiona (Cadiz), en marzo de 2006, y mantenida en cultivos sobre tomate
susceptible cv. Durinta en invernaderos del IFAPA Centro Camino de Purchil.

Se utilizaron suspensiones de juveniles (J2s) de M. incognita eclosionados de huevos
con una edad maxima de 48 h desde la eclosion. Los huevos fueron extraidos de raices de
tomate susceptible cv. Durinta mediante el método de maceracion de las raices, en una
solucion de hipoclorito sddico (NaOCI) al 1% (Hussey y Barker, 1973). Las raices se
lavaron con agua, liberandolas de particulas de suelo adheridas a ellas y se cortaron en
fragmentos de aproximadamente 1-2 cm de longitud. Se sumergieron en hipoclorito sddico
(NaOCl) al 1% y se sometieron a tres ciclos de batido, durante 10 segundos cada uno, para
liberar los huevos de la matriz gelatinosa en la que se encuentran. La suspensién obtenida
se filtro sucesivamente por tamices de 1 mm y 20 um de luz de malla. Los huevos retenidos
en el tamiz de 20 um se lavaron varias veces con agua y se vertieron sobre bandejas de
Whitehead con un doble filtro de papel de celulosa, que retiene los huevos pero permite el
paso de los juveniles eclosionados de ellos (Whitehead y Hemming, 1965). Los juveniles
eclosionados, que migraron al agua en el fondo de la bandeja, se recolectaron cada 24 horas
en suspensiones acuosas. La concentracion de las suspensiones se ajusto para disponer de
aproximadamente 500 J2s por ml de suspension acuosa, que se almacenaron en tubos de 50

ml a 10 °C, como maximo 48 h antes de la inoculacién en macetas.
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La inoculacién de nematodos en las macetas se realizd de modo que se alcanzara una
densidad aproximada de 3 J2s por cm®de suelo. Justo antes del trasplante de las plantulas de
tomate, se vertieron 3 ml de la suspensién acuosa con aproximadamente 1500 juveniles de
M. incognita sobre el suelo de cada maceta, repartidos en tres agujeros alrededor, a una
distancia de 1cm del centro de la maceta y a una profundidad de unos 3 cm desde la
superficie de la maceta (Hooper, 1986). En cada agujero se inocul6 1 ml de suspensién con
nematodos. Dichos agujeros se cubrieron con suelo tras la inoculacion. Las densidades
medias de indculo empleadas en cada ensayo se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Densidades de in6culo empleadas por maceta con 500 cm3de suelo en los ensayos sobre
interacciones AMF-agentes antagonistas de nematodos en el patosistema Tomate-M. incognita.

Ensayo N° de macetas Agentes antagonistas J2s por 500 cm3 de suelo
Ensayo 1 (2007) 240 AMFs-rizobacterias 173576
Ensayo 1 (2008) 240 AMFs-rizobacterias 1236+55
Ensayo 2 (2009) 120 AMEF-T. harzianum 1341+56
Ensayo 2 (2010) 120 AMEF-T. harzianum 170559
Ensayo 3 (2009) 176 AMF-Extractos vegetales 1532449
Ensayo 3 (2010) 176 AMF-Extractos vegetales 1378+63

1.3. DESARROLLO DE LOS ENSAYOS
Los ensayos se realizaron desde 2007 al 2010 en el Centro IFAPA “Camino de
Purchil”, Granada. Las unidades experimentales se dispusieron en el interior de un

invernadero de plastico monocapilla de cubierta curva y estructura metalica (Figura 11).

Figura 11. Invernadero donde se realizaron los ensayos. \

e
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El material pléastico fue polietileno de baja densidad (PEBD cuya densidad es menor
de 0,93 kg por m?), adaptado a las condiciones del drea mediterranea. Los elementos de
sujecion del material de cubierta fueron alambre acerado o galvanizado en tubo de seccidn
circular. La temperatura en el interior se regulé con la ayuda de una pantalla de sombreo de
material acrilico, abierta, con perforaciones para permitir el paso del aire, una ventana
cenital automatica para ventilacion, un sistema de nebulizacién para refrigeracion y un
calefactor de gasoil por aire caliente, todos controlados por medio de crono-termostatos. El
invernadero dispone de mesas con una rejilla metalica para colocar macetas a una distancia
de 1,2 metros sobre el suelo y de un sistema de riego por goteo controlado por un

programador automatico (Figura 12).

Figura 12. Disposicién de macetas en el invernadero
(a) inicio ensayo; (b) mitad ensayo.
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En todos los casos se siguidé un mismo protocolo de bioensayo tipo que consistio en:

1. Semillas de tomate susceptible del cultivar seleccionado fueron germinadas en
celdillas de 25 ml de capacidad rellenas de turba estéril o bien turba estéril inoculada
con AMF. Se sembraron tres semillas por celdilla.

2. Las bandejas se mantuvieron en camaras de germinacion a 25+2 °C durante 10 dias,
momento en el cual se clarearon las semillas germinadas para dejar sélo una plantula
en crecimiento por cada celdilla.

3. Estas plantulas se dejaron crecer en invernadero a 24+3 °C durante dos o tres
semanas mas, hasta tener tres o cuatro hojas verdaderas, momento en el que se
seleccionaron aquellos plantones de crecimiento mas uniforme para su trasplante a
macetas de 780 ml de capacidad, conteniendo 500 cm?®de suelo estéril con o sin los
correspondientes indculos segun los tratamientos disefiados.

4. Las inoculaciones de microorganismos antagonistas y aplicaciones de extractos
vegetales se realizaron una semana antes del trasplante en las bandejas de
germinacion (B. megaterium y P. putida), o bien en el momento del trasplante
mezclando el in6culo con el suelo de la maceta (P. penetrans, T. harzianum vy
extractos vegetales), intentando simular las condiciones de aplicacion en campo.
Dependiendo del agente antagonista a ensayar, se pudieron realizar aplicaciones
adicionales al suelo durante el periodo de crecimiento vegetativo de la planta.

5. Cada tratamiento se replic6 entre cuatro y seis veces, dependiendo de la
disponibilidad de espacio en invernadero. Las macetas se distribuyeron en el
invernadero en bloques, con los tratamientos repartidos al azar dentro de cada
blogue. La distancia entre bloques fue de 1,5 m y entre macetas de 10 cm.

6. Las plantas de tomate se dejaron crecer en invernadero con una temperatura media
de 2743 °C, las minimas y maximas se mantuvieron siempre entre 15y 35 °C, con un
50-60% de humedad relativa.

7. Se regd diariamente a capacidad de campo y se fertiliz en una Gnica ocasion con dos
gramos por planta de Basacote plus 3M ® (16:8:12), fertilizante de liberacion lenta,
rico en nitrégeno y pobre en fésforo (para facilitar la micorrizacion).

8. La evaluacion de la respuesta de la planta se realizé durante el cultivo y a los 60 dias
después del trasplante a las macetas, mediante la determinacion de la severidad de los
sintomas de nodulacién en el sistema radical, la tasa de reproduccion de los

nematodos y diferentes pardmetros de crecimiento vegetal.
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1.4. RECOGIDA DE DATOS

Durante el desarrollo de los cultivos se midieron, cada tres dias, el nimero de floresy
frutos, contenido relativo de clorofila en hoja (Relative Leaf Chlorophyll Content, RLCC) y
temperatura de la cubierta desde el inicio de la antesis, obteniendo una evolucion en el

tiempo para estos parametros, asi como datos sobre precocidad del ciclo.

Las cosechas se llevaron a cabo a los 60 dias tras el trasplante. Para cada maceta se
cortd el tallo aproximadamente a 2 cm por encima del nivel del suelo y se separ6 el sistema
radicular del cepellon disgregando el suelo manualmente con cuidado. El sistema radicular
de la planta fue lavado con agua sobre un tamiz de 2 mm de luz de malla, para eliminar los

restos de suelo adherido, y secado mediante presion ligera con papel secante.

El suelo procedente del lavado de las raices fue recogido en suspensién acuosa en un
cubo de 10l de capacidad y mezclado con el suelo restante, contenido en la maceta y
obtenido al disgregar el cepellén.

1.4.1. MEDICION DEL CONTENIDO EN CLOROFILA DE LAS HOJAS

Para la medicién del contenido de clorofila en hojas se utilizd el medidor portétil
SPAD 502 Minolta® (Figura 13). Los valores SPAD se correlacionan con la productividad
vegetal y se pueden recopilar sin interferencias en el ciclo vegetal, lo cual hace aconsejable
el uso de este pardmetro bajo condiciones mediterraneas (Rharrabti, 2001).

El procedimiento consiste en estimar el contenido relativo de clorofila total (a + b)
presente en la hoja (unidades SPAD relativas de Minolta), 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.

Las mediciones se hicieron en el punto medio de la Gltima hoja completamente
desarrollada ya que, ha sido descrito como el mejor lugar para realizar las medidas de
contenido de clorofilas (Hoel y Solhaug, 1998). Se realizaron cinco medidas sobre la cara
adaxial de la hoja bandera de cada planta, cada tres dias, durante la antesis. Los datos
utilizados para este estudio corresponden a la media de cada grupo de cinco medidas,
obtenida mediante la funcion “average” del equipo.
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/ Figura 13. Medidor SPAD. \

1.4.2. MEDICION DE LA TEMPERATURA DE LA CUBIERTA VEGETAL

La temperatura de la cubierta vegetal se determind mediante un termémetro de
infrarrojos (PCE-889, PCE GROUP) dotado de un visor laser para indicar el punto de
toma de la medida (Figura 14). Este mide la temperatura utilizando la radiacion emitida por
los objetos. Las lecturas se hicieron cada tres dias, durante la antesis. Se tomaron a las 12
horas solares, cinco lecturas por planta, calculandose posteriormente la media. El angulo de
medida fue de 30° con respecto a la horizontal.

/ Figura 14. Termometro de infrarrojos. \
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1.4.3. BIOMASA

Se midieron las siguientes variables:

a) Longitud de la planta en cm, medida desde el punto de corte al extremo apical
(Figura 15).

b) Peso fresco y seco de la parte aérea (secado en estufa a 60 °C, durante 48 h).

c) Peso fresco de las raices.

d) Ndmero de flores.

e) NUmero de frutos.

f) Peso fresco de los frutos.

Figura 15. Diferencias en la longitud de la planta entre
distintos tratamientos.

_/

La frecuencia de micorrizacion en la raiz (F%), la intensidad micorrizacion (M%), y la

1.4.4. MICORRIZACION

intensidad de la colonizacion media por fragmento (m%), se valoraron tras la cosecha en
fragmentos de raiz fresca de cada planta inoculada con AMF, para ello se realiz6 una
tincion de estructuras fungicas (Phillips y Hayman, 1970; Koske y Gemma, 1989)
modificando los tiempos seguin nuestro tipo de raices:

1. Las raices se sumergen en una solucion de KOH al 10%, a 90°C durante 5
minutos, donde sufren una hidrélisis de las paredes celulares que permite una

mejor penetracion del colorante.
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2. Se lavan las raices y se sumergen en HCI 0,1N, durante 2-3 minutos a temperatura
ambiente, para acidificar y que el colorante se adhiera mejor a las estructuras
fungicas.

3. Se elimina el HCI y se afiade azul tripan 0,05% en acido lactico (v/v), a 90 °C
durante 5 minutos.

4. Por dltimo, se elimina el colorante y se afiade acido lactico, que permite una buena

conservacion de la raiz y una decoloracion de las zonas de la raiz no tefiidas.

La cuantificacion de la colonizacion de las raices por AMF se estimé mediante la
metodologia descrita por Ocampo et al., (1980) y Trouvelot et al., (1986), segin la cual 30
fragmentos de raiz de 1 cm de longitud se montan en un portaobjetos y sobre ellos se hace
un recuento en el microscopio, especifico de estructuras fungicas (Figura 16a, b). Este
método requiere la definicibn de unos valores numéricos para cada estadio de la
micorrizacion, en una escala de 0 (no colonizacién) a 5 (100% de ocupacion del fragmento
por estructuras fungicas). Con los datos numéricos obtenidos de los 30 segmentos de raiz

se calculan los parametros de micorrizacién deseados.

Frecuencia de la micorrizacion en la raiz:
: F%= (n° de fragmentos con micorrizacion / n° total de fragmentos) x 100

Intensidad de la micorrizacion en el sistema radical:
M%= (95xn5 + 70xn4 + 30xn3 + 5xn2 + n1) / n° total de fragmentos

n5= ntmero de fragmentos con valor 5

95: valor tedrico de ocupacién dado a los fragmentos con valor 5
nd= ntmero de fragmentos con valor 4

70: valor tedrico de ocupacion dado a los fragmentos con valor 4
n3= numero de fragmentos con valor 3

30: valor tedrico de ocupacion dado a los fragmentos con valor 3
n2= numero de fragmentos con valor 2

5: valor tedrico de ocupacion dado a los fragmentos con valor 2
nl= ntmero de fragmentos con valor 1

Intensidad de la colonizacion media por fragmento:
m%= M x n° total de fragmentos / n°® fragmentos con alguna micorrizacion
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Figura 16. Fragmento de raiz micorrizada (a) y detalle de las estructuras
caracteristicas de los AMFs (arbusculos) (b).

1.4.5. INDICE DE AGALLAS

La severidad de la enfermedad en el sistema radicular se estimé mediante la
observacion del indice de agallas en las raices infestadas (Figura 17) y en una escala 0-10 (O:
ninguna agalla; 7: 100% de las raices presentan agallas; 10: no existe sistema radicular,
planta muerta) (Figura 5) (Bridge y Page, 1980).

/ Figura 17. Sistema radicular afectado. \

1.4.6. DENSIDADES DE NEMATODOS EN RAICES

Las densidades de poblacién de nematodos en raices se estimaron en submuestras de
10 g de raiz, o en todo el sistema radicular cuando el peso era menor a 10 g, mediante la
extraccion de huevos por batida en solucion de hipoclorito sédico (Hussey y Barker, 1973):
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1.4.7.

1. Las muestras de raices se cortaron en fragmentos de 1-2 cm de longitud y se

mezclaron cuidadosamente.
2. Submuestras de raices de 10 g, cortadas y mezcladas, se colocaron en una batidora.

3. Se agregaron 200 ml de solucion de hipoclorito sédico al 0,5% y se batié a la

velocidad minima del aparato durante tres minutos.

4. Se batié de nuevo durante 30 segundos a la velocidad méaxima. Se lavaron las
paredes de la licuadora y se batié durante 30 segundos mas.

5. Se vertid la suspension sobre 2 tamices superpuestos, colocando en la parte
superior un tamiz de 150 um de apertura de malla 'y en la inferior, uno de 20 um.

6. Se enjuagaron los 2 tamices por separado. EI material recolectado en el tamiz de
150 pm contenia la mayoria de las hembras, J3s y J4s, mientras que el recolectado en
el tamiz de 20 pm contenia principalmente J2s y huevos.

7. Los adultos, juveniles y huevos de Meloidogyne se contaron en placas de recuento y
se expreso el resultado por g de raiz. EI nimero de nematodos presentes en las raices
se calculé multiplicando el nimero de nematodos presentes en 1 g de raiz por el peso
total del sistema radicular.

DENSIDADES DE NEMATODOS EN SUELO

Los nematodos presentes en suelo se recuperaron de muestras de 500 cm?® de suelo

procedente de las macetas, mediante el método de tamizado, decantacion (Cobb, 1918) y

centrifugacion en gradiente de MgSO, con densidad 1,18 (Coolen, 1979) (Figura 18).

ﬁura 18. Extraccion de nemétodos del suel}
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1.4.8. INDICE DE EFICACIA ABBOTT

Finalmente, se calculé el nimero de nematodos por planta sumando los juveniles
presentes en los 500 cm® de suelo de cada maceta con los huevos, juveniles y adultos
obtenidos del total del sistema radicular de cada planta. Con este dato se calculd el indice
de eficacia de los tratamientos en la reduccidn de las densidades de poblacion finales de M.
incognita, mediante la formula de Abbott modificada, para cada maceta.

" Eficacia = [1- (N/N,,)] X100 |

Donde N; es el nimero de nematodos en la maceta “i” al finalizar el ensayo y N, €S
el nomero maximo de neméatodos por maceta obtenido entre todos los tratamientos y

repeticiones al finalizar el ensayo.

1.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizé el software Statistix 9.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL ©). Todos los
datos fueron analizados mediante andlisis de la variancia paramétrico (ANOVA) o su
equivalente no paramétrico (Kruskal-Wallis). Previamente al analisis, se comprobd la
similitud entre los ensayos realizados en afios consecutivos mediante un ANOVA
preliminar. En el caso de encontrar diferencias significativas, se analizaron ambas
repeticiones anuales por separado. En caso de no encontrar diferencias significativas entre

anos, se agruparon los datos y se consideraron como repeticiones de un mismo ensayo.

Se aplicaron los test de Shapiro-Wilk y Levene para comprobar la normalidad y
homocedasticidad de las variables, respectivamente. Cuando resultaron significativos, los
datos numeéricos se transformaron mediante log(x+1) y los porcentajes mediante el
arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje, arcsen,/p, y los datos transformados volvieron
a someterse a los test de Shapiro-Wilk y Levene. Se utilizaron test estadisticos paramétricos
(ANOVA) siempre que se pudo comprobar la homocedasticidad de las variancias y la
normalidad de la distribucion de los datos, y también en casos de distribuciones no
normales cuando el nimero de casos fue mayor de 50. En el resto de los casos, se optd por
un analisis de Kruskal-Wallis.

Mediante ANOVA, en los casos en que fue posible aplicarlo, se pudieron interpretar
las interacciones entre factores y si sus efectos correspondian s6lo a la suma de los efectos
de los factores principales o bien existia una interaccion significativa entre ellos. Esto no
fue posible en el caso de los andlisis de Kruskal-Wallis, ya que se trata de un analisis de un
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solo factor (una via), por lo que para cada factor principal se realiz6 un analisis de Kruskal-
Wallis independiente. Los efectos de la combinacion de los factores principales se
analizaron considerando cada combinacion de factores como un tratamiento

individualizado, en analisis de Kruskal-Wallis independientes (Thomas y Kiwanga, 1993).

Cuando los valores de la F obtenidos en los ANOVA resultaron significativos, las
diferencias entre medias de los distintos grupos o tratamientos fueron comparadas
mediante el procedimiento de comparaciones multiples de la minima diferencia significativa
de Fisher (LSD). Cuando los valores del estadistico de H de Kruskal-Wallis resultaron
significativos, las diferencias entre medianas de los distintos grupos o tratamientos fueron
comparadas mediante el procedimiento de comparaciones multiples basadas en el test de
Mann-Whitney y la correccion de Bonferroni, para todas las parejas de medianas. Para
todos los test se considerd significativo el valor de P<0,05.

2. RESULTADOS

2.1. ENSAYO 1. EFECTOS DE LA MICORRIZACION E INOCULACION CON
BACTERIAS SOBRE EL PATOSISTEMA TOMATE-M. INCOGNITA

Se investigaron los efectos de la inoculacién de microorganismos bioprotectores

AMF (Glomus intraradices 0 G. mosseae) y PGPR (Bacillus megaterium o Pseudomonas putida)

y de un bacteria parasita de Meloidogyne (Pasteuria penetrans) sobre distintas variables de

crecimiento y produccion vegetal, micorrizacion, severidad de la enfermedad causada por

M. incognita y reproduccion del neméatodo, en tomate cv. Durinta y cv. Josefina.

2.1.1. ENSAYOS EN TOMATE CV. DURINTA

En la tabla 15 se muestra la significacion estadistica para los efectos de los factores
ensayados [ infestacion por nematodos (NEM), micorrizacién (AMF), inoculacion con
bacterias (BAC) ] y sus interacciones sobre las variables de crecimiento y productividad
vegetal, micorrizacion y reproduccion del nematodo en el patosistema Tomate cv. Durinta-

M. incognita.
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Tabla 15. Significacidn estadistica del ANOVA multifactorial o los test de Kruskal-Wallis en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-bacteria en el

patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

NEM AMF BAC NEMxAMF NEMxBAC AMFxBAC NEMxAMFxBAC

Longitud parte aérea (cm) KW 0,0008
Peso fresco parte aérea (g) afio 1°Kw 0,0000
Peso fresco parte aérea (g) afio 2°AV 0,0437
Peso seco parte aérea (g) KW 0,0098
Peso fresco raices (g) KW ns

Numero de flores KW 0,0000
Numero de frutos kKW 0,0000
Peso fresco de frutos (g) KW 0,0308
Contenido en clorofila (RLCC-SPAD) afio 2°KkwW 0,0022
Temperatura de la cubierta vegetal (°C) afio 2° kKW ns

Frecuencia de micorrizacion, F% Kw 0,0255
Intensidad de micorrizacion, M% Kw 0,0024
Intensidad de micorrizacion media por fragmento, m% AV 0,0000

indice de agallas KW -
Numero de J2 + huevos por maceta”Y -
Numero de hembras de Meloidogyne por maceta KW -
Eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos por maceta KW -

ns
ns
ns
0,0024
ns
0,0000
0,0131
ns
0,0000
ns
0,0345
0,0000
0,0000
0,0306
0,0001
ns
0,0096

ns
ns
ns
ns
0,0000
ns
ns
0,0001
ns
ns
0,0022
0,0155
0,0091
0,0003
0,0000
ns
0,0000

0,0042
0,0000
ns
0,0000
0,0065
0,0000
0,0000
ns
0,0000
ns
0,0079
0,0000
ns

0,0005
0,0000
0,0240
0,0007
0,0002
0,0003
0,0000
0,0001
ns
ns
0,0000
0,0000
0,0000

ns
ns
ns
ns
0,0000
0,0000
ns
0,0000
0,0058
ns
0,0007
0,0000
ns
0,0000
0,0000
ns
0,0000

0,0002
0,0001
ns
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0009
ns
0,0000
0,0000
0,0000

Tratamientos analizados por ANOVA AV o Kruskal-Wallis KW, ns. Nivel de significacion p> 0,05, no significativo.
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Las siguientes tablas y figuras muestran los resultados obtenidos para las distintas
variables de crecimiento vegetal (Tabla 16), productividad vegetal (Tabla 17), micorrizacion
(Tabla 18) y reproduccion de nematodos (Figuras 19-22) en tomate cv. Durinta.

Tabla 16. Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el estudio de la interaccion
AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita. (Continda).

Longitud Peso fresco Peso fresco

Jratamientos parte aérea (cm) parte aérea, afio 1 (g) * | parte aérea, afio 2 (g) *

)]0 71,13 2,00 ab| 40,48 3,82 43,68 4,18

MSN 59,51
@PN 66,86
IPN 55,42
MPN 75,31

4,57 ab|34,80
2,49 ab|35,88
3,51 p|28,04
2,20 a | 40,62

5,50 ab| 43,68
2,05 ab| 39,68
6,43 ab| 29,80
2,01 ab| 41,94

3,87
4,57
5,41
2,51

+ + + a
100 69,27 £ 2,29 ab|51,60 + 2,57 a 49,90 = 3,39 a
M@ 67,72 £ 2,48 ab|49,66 + 1,37 a 49,06 = 1,95 a
?B@ 66,95 + 3,32 ab|48,62 + 3,55 ab|35,86 + 4,96 a
1BY 66,68 + 3,02 ab|43,46 + 3,69 ab| 47,78 + 2,69 a
MB@ 74,52 + 3,24 ab|45,94 + 2,99 ab| 50,84 + 8,61 a
@S@ 74,84 + 4,11 ab|47,34 + 5,99 ab| 47,70 + 4,06 a
1S@ 69,57 + 1,38 ab|49,90 + 2,21 a | 46,06 + 4,13 a
MS@ 72,85 + 2,02 ab|51,06 + 4,60 ab| 49,14 + 5,53 a
oP@ 70,86 + 1,35 ab|47,12 + 3,56 ab|45,00 = 1,82 a
1PQ 71,32 + 1,89 ab|49,26 + 2,18 ab| 53,80 + 1,74 a
MP@ 68,10 + 1,84 ab|51,20 + 0,71 a | 48,20 + 0,66 a
22N 64,06 + 3,74 ab|40,82 + 5,76 ab| 42,16 += 7,24 a
19N 69,56 + 2,74 ab|41,08 + 1,39 ab| 41,74 + 2,87 a
M@N 61,94 + 3,06 ab|40,42 + 2,59 ab| 43,82 + 4,57 a
ZBN 64,75 + 3,40 ab|41,54 + 3,89 ab| 44,14 + 4,14 a
I1BN 69,41 + 3,47 ab|41,88 + 2,48 ab| 48,12 + 3,64 a
MBN 72,70 + 1,55 ab|43,14 + 3,83 ab| 48,44 + 3,89 a
@SN 57,96 + 3,30 ab|35,78 + 3,80 ab| 50,66 + 4,12 g
ISN 54,63 + 5,10 ab|15,56 + 1,55 b|50,18 + 3,25 a

+ + + a

+ + + a

+ + + a

+ + + a

Datos expresados como media + error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios)
0 bien * como media = error estandar de cinco réplicas.

Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).

La longitud de la parte aérea se vio disminuida por la presencia de nematodos (64,34
+ 1,10 cm) frente al conjunto de plantas no infestadas (70,32 + 0,74 cm) (Tablas 15 y
16).Aunque, la micorrizacion o la inoculacion con bacterias no influyeron sobre la longitud
de la parte de aérea de la planta por si mismas, en el analisis de la combinacion de factores
(NEMxAMF), se observd un menor crecimiento en las plantas micorrizadas por G.
intraradices e infestadas por nematodos (62,26 + 2,16 cm) frente a aquellas micorrizadas
por G. mosseae y no infestadas (70,80 £+ 1,27 cm) (Tablas 15 y 16). Asi mismo, al analizar la
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combinacién de factores (NEMx=BAC), las plantas inoculadas con P. putida e infestadas
por M. incognita mostraron menores longitudes (57,37 = 2,47 cm) que todas aquellas no
infestadas y que las infestadas con nematodos pero inoculadas con B. megaterium (Tablas15
y 16).En el andlisis individualizado de todos los tratamientos o triple combinacion
(NEMxAMFxBAC), el tratamiento micorrizado por G. mosseae, inoculado con P.
penetrans e infestado por nematodos [MPN] fue el que mostrd6 mayor longitud de la parte
aérea, aunque sélo fue significativamente diferente del micorrizado por G. intraradices,

inoculado con P. penetrans e infestado por nematodos [IPN] (Tabla 16).

Durante el primer afio de ensayo, el peso fresco de la parte aérea se vio disminuido
por la infestacion de la planta por M. incognita frente al conjunto de plantas no infestadas,
(36,63 = 1,40 g vs 47,97 = 0,98 g) (Tablas 15 y 16). En el anélisis de la combinacion
(NEMxAMF) se observd que, las plantas micorrizadas por G. intraradices e infestadas por
nematodos mostraron menor peso fresco de la parte aérea (31,64 = 2,98 g) que los
tratamientos control sin infestar ya fuesen sin micorrizar (45,89 + 2,13) o0 micorrizados por
G. intraradices (48,56 + 1,44 g) o G. mosseae (49,47 £+ 1,40 g) (Tablas 15 y 16). El anlisis de
la combinacion (NEMxBAC) mostré que los tratamientos control sin infestar por
nematodos y sin inocular con bacterias (47,25 + 1,97 g), asi como aquellos sin infestar pero
inoculados con P. putida (49,43 £ 2,47 g) o P. penetrans (49,19 + 1,38 g) mostraron mayor
peso fresco de la parte aérea que los tratamientos que combinaron la infestacion por
nematodos con la inoculacion de P. putida (28,71 + 3,27 g) o P. penetrans (34,85 + 2,58
g)(Tablas 15 y 16). Entre todos los tratamientos, se observd que las plantas micorrizadas
por G. intraradices, inoculadas con P. putida e infestadas por M. incognita [ISN] mostraron
el menor peso fresco de la parte aérea, aunque siendo diferente significativamente solo de
las no infestadas y no inoculadas con bacteria, bien micorrizadas por G. mosseae o bien por
G. intraradices [M@d], [IDD], las micorrizadas por G. intraradices, inoculadas con P.
putida y no infestadas [1IS@] o las micorrizadas por G. mosseae, inoculadas con P. penetrans
y no infestadas [MP@] (Tabla 16).

El peso fresco de la parte aérea también se vio disminuido por la infestacion de la
planta por M. incognita frente al conjunto de plantas no infestadas, en el segundo afio de
ensayo (43,70 = 1,33 g vs 47,25 + 1,22 g) (Tablas 15 y 16). La micorrizacion o la
inoculacion con bacterias no influyeron sobre el peso fresco de la parte de aérea de la
planta por si mismas, aunque en este caso se observO una interaccion significativa en la
combinacion (NEM x BAC) ya que, las plantas infestadas por nematodos e inoculadas con
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P. penetrans, independientemente de la micorrizacion, mostraron un menor peso fresco que
el resto (37,14 + 2,71 g) (Tablas 15y 16).

Tabla 16 (continuacién). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccién AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv.
Durinta-M. incognita.

- Peso seco Peso fresco
RTINS parte aérea (g) de laraiz (g)

0]0]0) 9,53 + 0,43 abc| 7,75 = 0,59 abcde
100 10,92 + 0,48 ap 4,71 £ 0,49 de
M@ 11,54 + 0,55 gp 9,34 £ 0,68 abcd
@B@ 7,81 + 0,88 pc| 5,54 £ 0,64 pcde
1B@ 10,65 + 1,05 gpc|14,71 £ 1,58 g
MB®@ 10,16 + 1,55 agbc| 8,62 = 1,21 abcde
@S@ 7,68 + 1,20 apc| 7,45 £ 1,03 abcde
1S9 10,33 + 0,54 abc| 9,64 = 1,03 abcd
MS@ 11,64 + 0,53 gp (10,47 £ 1,45 apbc
oPY 9,45 + 0,21 apc| 7,33 = 0,47 abcde
1PQ 10,62 + 0,29 gpc| 3,60 £ 0,34 e
MP@ 11,89 + 0,48 3 8,72 £ 0,45 abcd
@ON 8,81 + 0,92 abc| 8,20 = 1,02 abcde
10N 9,10 + 0,51 gpc|10,27 £ 0,58 apc
M@N 10,13 + 0,47 abc| 6,80 = 0,52 pcde
@BN 9,34 + 0,61 apc| 7,42 £ 0,62 abcde
IBN 10,20 + 0,47 abc| 7,91 = 0,15 abcde
MBN 10,21 + 0,41 abc| 8,97 = 1,18 abcde
@SN 11,35 + 0,58 gp |10,74 = 0,82 gp
ISN 10,96 + 0,39 ab | 7,27 = 0,39 abcde
MSN 9,16 + 0,52 apc| 9,77 £ 0,77 abc
@PN 8,82 + 0,65 apc| 7,81 £ 0,88 abcde
1PN 6,54 + 0,71 c| 4,95 = 0,97 cde
MPN 9,29 + 0,37 apc| 4,81 £ 0,59 de

Datos expresados como media % error estindar de diez réplicas (cinco
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cinco réplicas.
Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

El peso seco de la parte aérea también disminuyd en presencia de M. incognita (9,49
+ 0,19 g vs 10,19 = 0,25 g) y las plantas micorrizadas por G. mosseae (10,50 + 0,27 g)
mostraban mayor peso seco de la parte aérea que las no micorrizadas (9,10 + 0,28 g), ya
estuviesen infestadas por nematodos o no (Tablas 15 y 16). En el andlisis de la
combinacion (NEM x AMF) se observd que, en las plantas libres de neméatodos, la
micorrizacion por G. mosseae (11,31 + 0,45 g) o G. intraradices (10,63 £ 0,32 g) incremento

el peso seco de la parte aérea en comparacion con los controles sin infestar y sin micorrizar
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(8,62 = 0,40 g) (Tablas 15 y 16). Similarmente, en el andlisis de la combinacién (NEM x
BAC), las plantas infestadas por neméatodos e inoculadas con P. penetrans mostraron los
minimos valores de peso seco de la parte aérea (8,22 + 0,40 g), siendo significativamente
menores que en las plantas infestadas e inoculadas con P. putida (10,49 = 0,33 g) y que
aquellas libres de neméatodos y no inoculadas con bacterias (10,66 + 0,31 g), o inoculadas
con P. penetrans (10,65 £ 0,27 g) o P. putida (9,88 + 0,55 g) (Tablas 15 y 16). En cuanto al
analisis de los tratamientos individualizados, los mayores valores de peso seco de la parte
aérea los mostraron los tratamientos micorrizados por G. mosseae sin infestar por
nematodos [M@J], [MPJ], [MSJ] y los tratamientos [FSN], [ISN] y [I1DD], que fueron
todos significativamente mayores que el tratamiento micorrizado por G. intraradices en
suelo inoculado por P. penetrans e infestado por M. incognita [IPN], que mostré los
minimos valores de peso seco de la parte aérea (Tabla 16).

Ni la micorrizacion, ni la infestacion por M. incognita influyeron en el peso fresco de
las raices, y solo aquellas plantas en suelos inoculados con P. penetrans (6,20 = 0,35 g)
mostraron un menor peso del sistema radical que el resto (Tablas 15 y 16). Mediante el
analisis de la combinacion (NEM x AMF) se observd que, las plantas micorrizadas por G.
mosseae y no infestadas por nematodos (9,29 + 0,51 g) mostraron mayor peso fresco de las
raices que aquellas no micorrizadas ni infestadas por nematodos (7,02 + 0,37 g) (Tablas 15
y 16). En el caso de la combinacion (NEM x BAC) las plantas infestadas por neméatodos e
inoculadas con P. putida mostraron el mayor peso fresco de raices (9,26 + 0,47 @)
significativamente mayor que aquellas inoculadas con P. penetrans, tanto infestadas por
nematodos (5,86 = 0,53 g) como sin infestar (6,55 + 0,47 g) (Tablas 15 y 16). También se
observaron diferencias significativas en el caso de la combinacion (AMF x BAC) ya que,
las plantas micorrizadas por G. intraradices e inoculadas con B. megaterium (11,31 = 1,10 )
y las micorrizadas por G. mosseae e inoculadas con P. putida (10,12 £ 0,80 g) mostraron
mayores pesos que las no micorrizadas e inoculadas con B. megaterium (6,48 = 0,48 g) y que
las micorrizadas con G. intraradices e inoculadas con P. penetrans (4,28 + 0,52 g) (Tablas 15
y 16). En la triple interaccion, los mayores valores de peso fresco de las raices se obtuvieron
en los tratamientos [IBA] y [@SN], que fueron significativamente mayores que los
tratamientos [IPN], [MPN], [13Q] e [IPQ] (Tabla 16).
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Tabla 17. Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de la interacciéon
AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita. (Continda).

Peso fresco
de los frutos (@)

Tratamientos Numero de flores Numero de frutos

200 7,40 + 0,62 defgh|3,60 + 0,50 abc|23,49 + 1,55 bcd
100 9,80 + 1,25 gpcdefF 5,00 + 0,54 4 30,32 + 2,99 abcd
M@@ 11,80 + 0,25 gp 5,50 + 1,05 gpc|45.,23 + 3,35 gp

?BD 7,40 + 0,22 defgh|2,90 + 0,28 gpc|41,00 + 5,80 abcd
1Bg 8,90 + 0,18 apcdefg |3,70 + 0,40 abc|49.44 + 4,42 4

MB@ 9,20 + 0,13 gpcdeF 5,10 + 0,78 gp |23,03 + 4,67 zpcd
7S@ 7,70 + 0,30 cdefgh 3,20 + 0,33 gpc|40,28 + 3,38 zpcd
1Sg@ 9,30 + 0,15 gpcdefF 2,60 + 0,40 gpc|32,38 + 3,40 apcd
MS@ 11,20 + 0,20 gpc 5,50 + 0,48 3 31,63 + 2,59 abcd
PG 8,00 + 0,73 pcdefgh|4,00 + 0,30 aghc|23,59 + 0,82 pcd
IPg 8,00 + 0,63 abcdefgh|4,10 + 0,46 ahc|26,34 + 2,66 abcd
MP@ 12,00 + 0,26 g 5,60 + 0,56 4 43,85 + 2,46 gp

@ON 4,10 + 0,35 h{3,30 + 0,52 abc|21,88 + 3,58 bcd
12N 8,30 + 0,65 abcdefgh|1.60 + 0,37 ¢|31,35 + 8,10 abed
M@N 10,70 + 0,37 apcd 2,50 + 0,50 gpc|42,69 + 5,63 apcd
@BN 6,20 + 0,36 fgh|3,950 + 0,40 apc|47.61 + 5,47 abc
I1BN 7,40 + 0,52 defgh|2,60 + 0,70 gpc|28,60 + 6,35 abcd
MBN 8,70 + 0,26 abcdefgh|2.90 + 0,57 zpc|31,81 + 4,53 apcd
@SN 7,20 + 0,33 efgh 2,60 + 0,69 gpc|35,81 + 6,28 zpcd
ISN 8,30 + 0,34 abcdefgh|3.10 + 0,35 apc|33,14 + 3,95 abcd
MSN 10,20 + 0,42 gpcde 2,40 + 0,31 gpc|27,93 + 3,30 apcd
@PN 9,90 + 0,66 gpcdef [5.20 + 1,06 gpc|19,77 + 2,89 d
1PN 4,90 + 0,48 gh 1,60 + 0,45 pc|17,80 + 3,75 d
MPN 8,30 + 0,37 abcdefgh 3,20 + 0,55 gpc|18,92 + 4,06 cd

Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios) o
bien * como media = error estandar de cinco réplicas.

Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).

El nimero de flores producidas por planta fue menor cuando las plantas estuvieron
infestadas por nematodos (7,85 %+ 0,22) que cuando se encontraban libres de ellos (9,23 +
0,21), mayor cuando estaban micorrizadas por G. mosseae (10,26 = 0,18) que por G.
intraradices (8,11 % 0,26), y éstas a su vez mayores que cuando no estaban micorrizadas
(7,24 = 0,24) (Tablas 15 y 17). La inoculacién con bacterias no influyé en el nimero de
flores por planta, aunque se observaron diferencias significativas dentro de la combinacion
(NEM x BAC) ya que, las plantas infestadas por nemétodos e inoculadas por B. megaterium
produjeron menos flores (7,43 £ 0,29) que aquellas sin infestar y sin inocular con ninguna
bacteria (9,67 £ 0,57) o inoculadas con P. putida (9,40 £ 0,29) o P. penetrans (9,33 £ 0,48)
(Tablas 15 y 17). Por dltimo, el anélisis de la triple combinacion de factores reveld que las
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plantas infestadas por nematodos, sin micorrizar y sin inocular con bacterias [FJ@N]
mostraron el menor numero de flores de todos los tratamientos mientras que, el maximo
correspondié a aquellas micorrizadas por G. mosseae en suelos inoculados con P. penetrans
y sin infestar [MP@Q] (Tabla 17).

El nimero de frutos se redujo en las plantas infestadas por nematodos (2,88 + 0,18)
frente a las no infestadas (4,23 £ 0,18), y en las micorrizadas por G. intraradices (3,04 +
0,20) frente a las micorrizadas por G. mosseae (4,09 £ 0,26), pero no se observaron
diferencias en cuanto a la bacteria inoculada (Tablas 15y 17). No obstante, en el analisis de
la combinacion (NEM x BAC) se observo que, las plantas no infestadas por nematodos sin
bacterias (4,70 £ 0,44) o inoculadas con P. penetrans (4,57 = 0,29) mostraban mayor
nimero de frutos que las infestadas por nemétodos y sin bacteria (2,47 + 0,29) o
inoculadas con P. putida (2,70 £+ 0,27) (Tablas 15 y 17). En cuanto al anélisis de la triple
combinacién de factores, las plantas micorrizadas por G. mosseae e inoculadas con P. putida
o P. penetrans en suelos sin infestar por M. incognita, [MS@] y [MP{], y las micorrizadas
por G. intraradices, sin bacteria y sin nematodos [I@@], mostraron mayor nimero de frutos
que aquellas infestadas por M. incognita y micorrizadas por G. intraradices e inoculadas con
P. penetrans [IPN] o sin inocular con bacterias [IG@N] (Tabla 17).

El peso fresco de los frutos fue reducido por la infestacion por neméatodos (29,78 +
1,61 g vs 34,22 = 1,25 g), e incrementado por la inoculacién con B. megaterium (36,92 +
2,42 g) o P. putida (33,53 £ 1,64 g) frente a las inoculadas con P. penetrans (25,05 £ 1,64 )
(Tablas 15 y 17). Los menores valores de peso fresco de los frutos fueron para los
tratamientos que combinaron la infestacion por neméatodos en suelos inoculados con P.
penetrans [@PN], [IPN] y [MPN], todos ellos mostraron valores significativamente menores
que los tratamientos sin infestar, micorrizados por G. mosseae, sin bacteria [M@J] o
inoculados con P. penetrans [MP@] o que el tratamiento sin infestar, micorrizado por G.
intraradices e inoculado con B. megaterium [IB&] que mostrd el mayor peso de frutos
(Tabla 17).
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Tabla 17 (Continuacion). Valores de productividad vegetal en el
ensayo para el estudio de la interaccion AMF-bacteria en el
patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

Contenido en clorofila | Temperatura de la

Tratamientos

(unidades SPAD) * cubierta vegetal (°C) *

4]0[0] 29,22 + 0,80 ab 26,68 + 0,48 a
100 30,22 + 0,87 ap 27,46 + 0,17 g
MZ@ 32,40 + 2,25 ap 27,44 + 0,46 3
?By@ 29,38 + 1,45 ap 27,42 + 0,24 4
1Bg 29,58 + 1,13 ab 27,24 + 0,65 g
MB@ 34,40 + 0,61 4 27,32 + 0,74 3
@S@ 27,70 + 1,63 ab 26,80 + 0,66 g
1S0 31,66 + 0,95 gp 28,04 + 0,79 g
MS@ 31,28 + 0,90 ap 26,82 + 0,44 4
oPg 28,60 + 0,98 agp 26,80 + 0,49 g
1PQ 30,60 + 0,51 gp 27,60 = 0,24 4
MP@ 36,80 + 1,71 4 27,60 = 0,24 4
PN 27,50 + 1,33 ab 26,16 + 0,54 a
19N 24,50 + 3,16 ap 27,86 = 0,69 g
M@N 29,40 + 1,86 agp 27,72 + 0,32 g
ZBN 22,70 + 1,91 p 27,98 + 0,47 g
IBN 28,90 + 1,93 ap 27,64 = 0,59 g
MBN 29,38 + 1,13 gp 28,52 + 0,50 g
@SN 28,78 + 1,25 ap 28,04 + 0,62 g5
ISN 29,84 + 1,59 ap 27,40 + 0,32 g
MSN 34,22 + 0,62 g 27,78 £+ 0,94 4
@PN 27,82 + 1,32 ap 28,16 + 0,65 g
IPN 29,82 + 0,37 ab 27,24 + 1,09 g
MPN 28,46 + 1,56 gp 26,86 = 1,27 g

Datos expresados como media + error estandar de diez réplicas (cinco
repeticiones x dos afios) o bien * como media £ error estandar de cinco
réplicas.

Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

El contenido en clorofila fue mayor en las plantas libres de nematodos (30,99 + 0,46)
que en las infestadas por M. incognita (28,44 + 0,56), y también mayor en las micorrizadas
por G. mosseae (32,04 £ 0,64) que en las micorrizadas por G. intraradices (29,39 £+ 0,59) o
en las no micorrizadas (27,71 + 0,55) (Tablas 15 y 17). No se observaron diferencias en
cuanto al efecto individual de la inoculacion con las distintas bacterias; no obstante, en la
combinacién de factores (AMF x BAC) se observé que la inoculacién con B. megaterium
en plantas sin micorrizar redujo los contenidos en clorofila (26,04 = 1,59) en comparacion
al valor maximo, proporcionado por el tratamiento micorrizacion por G. mosseae e
inoculacion con P. putida (32,75 + 0,71) (Tablas 15 y 17). Los tratamientos
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correspondientes a las interacciones de G. mosseae con las tres bacterias ensayadas en
plantas sin infestar por nematodos [MBdJ], [MPQ] y [MSQ], fueron los que mostraron
mayor porcentaje de clorofila en las hojas, frente al tratamiento sin micorrizar e inoculado

con B. megaterium [@BN] que dio el valor minimo (Tabla 17).

Tabla 18. Valores medios de variables relacionadas con la micorrizacién en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Durinta -M.
incognita.

Tratamientos _Frec_uen_qia de . Intgnsit_igd de Intepsidad de colonizacion
micorrizacion (F%) micorrizacion (M%) media por fragmento (m%)
100 72,15 + 1,05 becd|10,82 + 1,61 cd|17,74 + 2,06 ef
M@D 69,17 + 2,35 d|[20,18 + 1,79 apbc |30,68 + 2,34 ap
1Bg 85,02 + 2,07 ab 25,72 + 0,92 g 29,90 + 0,59 abc
MB@ 81,70 + 3,00 apcd|26,93 + 1,30 g 34,84 + 2,58 3
1SQ@ 71,35 + 1,40 cd| 22,19 + 0,49 ap 31,59 + 0,71 a
MS@ 83,82 + 2,15 apc [28,08 + 1,96 g 30,82 + 2,02 gp
1PQ 73,52 + 0,91 pecd| 7,92 + 0,67 d{16,11 + 1,39 ef
MPQ@ 68,71 + 1,86 d|{19,26 + 1,51 abcd|31,45 + 2,07 ab
19N 71,80 + 1,09 cd|13,17 + 1,61 bcd|17,95 + 2,01 ef
M@N 85,49 + 2,08 ab 19,83 + 2,63 abc |20,97 + 1,96 de
1BN 72,03 + 2,29 pcd| 9,83 + 0,91 cd|13,46 + 1,28 f
MBN 79,93 + 1,09 abcd|19,19 + 1,44 agpcd|24,05 + 2,58 d
ISN 72,85 + 1,52 pcd|12,66 + 1,05 ped|16,76 + 0,98 ef
MSN 71,49 + 1,17 cd| 17,99 + 1,30 agpcd|24,61 + 2,19 cd
1PN 89,00 + 2,22 3 22,81 + 1,91 ab 25,97 + 2,08 pcd
MPN 88,42 + 1,93 a 17,78 + 1,21 apbcd|23,65 + 1,45 d

Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios) o
bien * como media = error estandar de cinco réplicas.

Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).

La frecuencia de micorrizacion (F%) fue mayor en las plantas infestadas por
nematodos (78,88 + 1,01) que en aquellas no infestadas (75,68 + 0,97), y G. mosseae mostro
mayor F% (78,59 = 1,06) que G. intraradices (75,97 = 0,92) (Tablas 15 y 18). Las plantas
inoculadas con B. megaterium (79,67 = 1,31) mostraron F% mayores que aquellas
inoculadas con P. putida (74,88 = 1,13) o no inoculadas con bacterias (74,65 £ 1,32)
(Tablas 15 y 18). Ademas, en el andlisis de la combinacion (NEM x BAC) se observo que,
independientemente del AMF utilizado, en las plantas infestadas e inoculadas con P.
penetrans (88,71 + 1,44), F% fue mayor que en el resto de tratamientos, y del andlisis de la
combinacién (AMF x BAC), independientemente de si la planta estaba infestada o no por
nematodos, las plantas coinoculadas con G. mosseae y B. megaterium (80,82 £ 1,57) y las
coinoculadas con G. intraradices y P. penetrans (81,26 = 2,13) mostraban mayores F% que
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las micorrizadas por G. intraradices coinoculadas con P. putida (72,10 £ 1,02) o B.
megaterium (78,52 £ 2,12) (Tablas 15 y 18). Los mayores valores de F% se obtuvieron en
los tratamientos infestados por neméatodos en suelo inoculado con P. penetrans y
micorrizados, ya fuera por G. intraradices [IPN] o por G. mosseae [MPN], que fueron
significativamente mayores que los correspondientes tratamientos sin infestar o que
aquellos inoculados con otras bacterias. Estas frecuencias de micorrizacion sélo se
incrementaron por P. penetrans en presencia de nematodos, no siendo significativos los
incrementos en los tratamientos [IPQ] o [MPJ], éste Gltimo mostrd la menor F% de todos
los tratamientos (Tabla 18).

Por el contrario, la intensidad de micorrizacion (M%) fue mayor en plantas no
infestadas (20,14 + 0,91) que en plantas infestadas por nematodos (16,66 + 0,71) (Tablas
15y 18). G mosseae también mostré mayor M% (21,16 + 0,71) que G. intraradices (15,64 +
0,83), y aquellas plantas inoculadas con B. megaterium (20,42 + 1,22) mostraron M%
mayores que aquellas no inoculadas con bacterias (16,00 + 1,15) (Tablas 15 y 18). El
analisis de la combinacion (NEM x BAC) mostré ademas que, aquellas plantas sin infestar
e inoculadas con B. megaterium (26,33 £ 0,79) o P. putida (25,14 + 1,19) mostraban
mayores M% que el resto de combinaciones (Tablas 15 y 18). El analisis de la combinacién
(AMF x BAC) indic6 que, independientemente de la infestacion por nemétodos, las
plantas micorrizadas por G. intraradices y sin inocular con bacterias mostraban los valores
minimos de M% (11,99 + 1,14), significativamente diferentes de las micorrizadas con G.
mosseae (Tablas 15y 18). Los tratamientos conjuntos [I1B@], [MBJ], [MS@], mostraron los
mayores valores de M% y los tratamientos [IPQ], [IBN] y [IJD] los valores minimos de
M% (Tabla 18).

La intensidad media de micorrizacion por fragmento (m%) se redujo cuando las
plantas fueron infestadas por nematodos (20,93 + 0,79 vs 27,89 + 0,96) (Tablas 15y 18). G.
mosseae mostré mayor m% (27,64 + 0,90) que G. intraradices (21,18 = 0,89), y cualquier
inoculacion bacteriana incrementd m% en relacion a las plantas no inoculadas con bacteria
(21,83 £ 1,32) (Tablas 15 y 18). Se observé una interaccion significativa en (NEM x BAC),
ya que la inoculacién del suelo con P. penetrans disminuyé m% en ausencia de nematodos
(23,78 = 2,14), en relacion a los tratamientos sin infestar e inoculados con P. putida (31,21
+ 1,05 o B. megaterium (32,37 + 1,40) y, sin embargo, incrementdé m% en plantas
infestadas (24,81 + 1,26) vs la inoculacién con otras bacterias en plantas infestadas, B.
megaterium (18,75 + 1,85) y P. putida (20,69 + 1,48) (Tablas 15 y 18). Los mayores valores
de m% se hallaron en las plantas no infestadas, micorrizadas por G. mosseae e inoculadas
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con B. megaterium [MB@] o micorrizadas por G. intraradices e inoculadas con P. putida
[1SD], significativamente mayores que en todos aquellos tratamientos con plantas
infestadas por nematodos, y que en aquellos no infestados y micorrizados por G.
intraradices sin bacteria [I@@] o coinoculado con P. penetrans [IPQ] (Tabla 18).

Figura 19. Valores medios de los indices de agallas en el ensayo para el estudio de la interaccién
AMEF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Durinta -M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

La micorrizacion por G. mosseae redujo el indice de agallas (3,35 + 0,13) en
comparacion a las plantas no micorrizadas (3,93 + 0,12) (Tabla 15 y Figura 19). Asi mismo,
P. penetrans y B. megaterium también redujeron el indice de agallas (3,27 £ 0,21 y 3,23 +
0,13, respectivamente) en comparacion con P. putida (400 = 0,14) o plantas sin
inoculacion bacteriana (3,97 + 0,13) (Tabla 15 y Figura 19). En el andlisis de la
combinacién (AMF x BAC) se observo que, las plantas micorrizadas por G. intraradices sin
inoculacion bacteriana mostraban el mayor indice de agallas (4,70 + 0,15), aunque s6lo
significativamente mayor que aquellas micorrizadas por G. intraradices y coinoculadas con
B. megaterium (2,80 = 0,20) o P. penetrans (2,60 £ 0,22) y aquellas micorrizadas por G.
mosseae y coinoculadas con B. megaterium (3,10 = 0,18) (Tabla 15 y Figura 19). El
tratamiento mas efectivo en la reduccién del indice de agallas fue la combinacion de G.
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intraradices y P. penetrans [IPN], cuyos valores fueron significativamente menores que en
los tratamientos [I@N], [ISN] y [DSN] (Figura 19).

Figura 20. Valores medios de la densidad final de nematodos por maceta en el ensayo para el estudio
de la interaccion AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media =+ error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin los test LSD o KW (p < 0,05).

El ndmero de neméatodos por maceta se vio reducido en los tratamientos
micorrizados por G. mosseae (3.064 + 432) frente a aquellos micorrizados por G.
intraradices (4.191 = 494) o aquellos sin micorrizar (5.602 + 656)(Tabla 15 y Figura 20). La
inoculacion con P. penetrans redujo el nimero de neméatodos (1.553 + 214) en relacion a la
inoculacion de la planta con B. megaterium (3.482 + 344), y éste, a su vez, redujo el nimero
de nematodos en relacién al tratamiento con P. putida (5.835 + 685) 0 a las plantas sin
bacterias (6.271 + 750) (Tabla 15 y Figura 20). Todos los tratamientos redujeron el nimero
de neméatodos por maceta en relacion al control sin micorrizar y sin bacteria [J@N]. Los
tratamientos conjuntos con P. penetrans en plantas micorrizadas, ya fuera por G. mosseae
[MPN] o por G. intraradices [IPN], fueron los que mostraron menor nimero de neméatodos
por maceta (Figura 20).
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Figura 21. Valores medios del nimero de hembras de M. incognita por maceta en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin los test LSD o KW (p < 0,05).

Figura 22. Valores medios de eficacia Abbott en la reduccion del nGmero de nematodos en el ensayo
para el estudio de la interacciébn AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin los test LSD o KW (p < 0,05).
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En cuanto al indice de eficacia Abbott para la reduccién de las densidades de
nematodos, la micorrizacion por G. mosseae se mostro efectiva (79,36 + 2,82) frente a las
plantas no micorrizadas (62,16 + 4,43) (Tabla 15 y Figura 18). La inoculacion con P.
penetrans fue mas efectiva (89,51 + 1,43) que las inoculaciones con B. megaterium (76,43 +
2,31), P. putida (60,98 £ 4,32) o sin bacteria (57,42 + 5,13) (Tabla 15 y Figura 22). Los
tratamientos mas efectivos fueron aquellos que combinaron la aplicacion al suelo de
esporas de P. penetrans con la micorrizacion, ya fuera por G. mosseae [MPN] o G.
intraradices [IPN]. Las combinaciones de G. intraradices con las distintas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal no consiguieron incrementar significativamente la
eficacia en la reduccion del nimero de nemétodos, en relacion al control sin tratar [J@N]
(Figura 22).

2.1.2. ENSAYOS EN TOMATE CV. JOSEFINA

En la tabla 19 se muestra la significacion estadistica para los efectos de los factores
ensayados [ infestacién por nematodos (NEM), micorrizacion (AMF) e inoculacion con
bacterias (BAC) ] y sus interacciones sobre las distintas variables de crecimiento y
productividad vegetal, micorrizacién y reproduccién del nematodo en el patosistema
Tomate cv. Josefina-M. incognita.

Maria Elena Flor Peregrin 112



Resultados Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne AMFs-Bacterias

Tabla 19. Significacion estadistica del ANOVA multifactorial o los test de Kruskal-Wallis en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-bacterias en el
patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.

NEM AMF BAC NEMxAMF NEMxBAC AMFxBAC NEMxAMFxBAC

Longitud parte aérea (cm) afio 10Kw 0,0002 0,0427 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000
Longitud parte aérea (cm) afio 20KwW ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco parte aérea (g) KW ns 0,0130 ns 0,0172 0,0073 0,0000 0,0000
Peso seco parte aérea (g) KW ns 0,0172 ns 0,0158 0,0187 0,0000 0,0000
Peso fresco raices (g) KW ns 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Numero de flores KW 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Numero de frutos kW ns 0,0061 ns ns ns 0,0000 0,0000
Peso fresco de frutos (g) KW ns 0,0000 0,0248 0,0004 0,0223 0,0000 0,0000
Contenido en clorofila (RLCC-SPAD) afio 2°KwW ns ns ns ns ns ns ns
Temperatura de la cubierta vegetal (°C) afio 2° kKW ns ns ns ns ns ns ns
Frecuencia de micorrizacion, F% Kw ns ns 0,0001 ns 0,0000 0,0000 0,0000
Intensidad de micorrizacion, M% Kw 0,0000 0,0001 ns 0,0000 0,0000 0,0022 0,0000
Intensidad de micorrizacion media por fragmento, m% KW 0,0000 0,0251 0,0002 0,0000 0,0000 0,0002 0,0000
indice de agallas kW - 0,0294 0,0000 - - 0,0000 -
Nudmero de J2 + huevos por maceta afio 1°AV - 0,0003 0,0000 - - 0,0000 -
Nudmero de J2 + huevos por maceta afio 2°AV - ns 0,0431 - - 0,0153 -
Numero de hembras de Meloidogyne por maceta KW - 0,0139 0,0000 - - 0,0000 -
Eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos por maceta afio 1° KW - 0,0014 0,0001 - - 0,0001 -
Eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos por maceta afio 2°AV - ns 0,0431 - - 0,0153 -

Tratamientos analizados por ANOVA AV o Kruskal-Wallis KW, ns. Nivel de significacion p> 0,05, no significativo.
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Las siguientes tablas y figuras muestran los resultados obtenidos para las distintas
variables de crecimiento vegetal (Tabla 20), productividad vegetal (Tabla 21), micorrizacion
(Tabla 22) y reproduccion de nematodos (Figuras 23-28), en tomate cv. Josefina.

Tabla 20. Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-
bacteria en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita. (Continda).

Tratamientos Longitud Longitud Peso fresco

parte aérea, afio 1 (cm) *  parte aérea, afio 2 (cm) * parte aérea (g)

000 70,20 = 7,90 abcd| 103,50 + 1,98 a|70,52 * 6,14 abc
190 89,40 + 2,38 abcd| 105,00 + 4,55 a[66,32 + 3,21 abc
Mgg  |110,80 + 12,61 ab | 104,20 + 4,49 a|70,75 + 4,76 abc
?BY 87,80 + 4,33 abcd| 94,10 + 5,10 a|83,82 + 4,10 a

187 94,20 + 2,65 abcd| 99,60 + 4,65 a[63,99 + 1,85 abc
MBg 93,42 + 4,63 abcd| 101,40 + 6,27 a|59,86 + 8,08 abc
759 96,40 + 4,32 abcd| 104,80 + 3,52 a|67,44 + 5,61 abc
IS |112,06 + 6,20 a 100,70 + 3,91 a|67,45 + 5,31 abc
MS@ 99,76 + 2,06 abcd| 97,50 + 2,98 a|77,72 + 3,85 abc
gPg 104,28 + 0,29 apbc | 103,80 + 0,74 a|75,42 + 0,78 abc
IPg |106,88 + 4,78 abc | 103,40 + 4,39 a|70,06 + 1,89 abc
MPg  [105,32 + 1,25 ab | 105,00 + 1,73 a|59,72 + 1,57 abc
ooN 48,52 + 2,71  d| 100,70 = 4,69 a|54,59 * 4,54 C
19N 68,40 + 1,83 bcd| 105,60 + 1,34 a|63,07 + 6,53 abc
M@N 67,80 + 2,85 bcd| 101,70 + 6,23 a|59,35 + 3,75 abc
@BN 96,20 + 3,29 abcd| 92,50 + 3,82 a|81,16 + 3,46 ab
IBN 91,46 + 3,06 abcd| 93,80 + 7,51 a|74,41 + 3,18 abc
MBN  [105,74 + 2,50 ab | 100,70 + 4,64 a|62,00 + 4,96 abc
@SN 58,38 + 5,17 cd| 98,40 + 4,45 a[56,19 + 4,29 bc
ISN 87,48 + 8,89 abcd| 103,50 + 5,93 a[65,31 + 6,41 abc
MSN 77,14 + 6,32 abcd| 105,60 + 1,44 a[68,27 + 7,37 abc
gPN 101,18 + 3,74 abcd| 102,00 + 3,45 a|76,48 + 1,56 abc
IPN 98,74 + 2,11 abcd| 98,30 + 2,80 a[65,12 + 4,98 abc
MPN  |[100,00 + 1,98 abcd| 99,70 + 2,70 a|63,12 + 2,31 abc

Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios) o bien
* como media = error estandar de cinco réplicas.

Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segiin
los test LSD o KW (p < 0,05).

Durante el primer afio del ensayo, la longitud de la parte aérea se vio disminuida por
la presencia de neméatodos (83,42 + 2,60 cm), frente al conjunto de plantas no infestadas
(97,54 £+ 2,05 cm) (Tablas 19 y 20). La micorrizacién por G. mosseae incremento la longitud
de la parte aérea (95,00 + 2,86 cm), frente a las plantas no micorrizadas (82,87 + 3,47 cm)
(Tablas 19 y 20). Las plantas que crecieron en suelos no inoculados con bacterias
mostraron menor longitud (75,85 *+ 4,35 cm) que aquellas inoculadas con B. megaterium
(94,80 = 1,66 cm) o P. penetrans (102,73 + 1,17 cm), éstas Gltimas, a su vez, también
presentaron mostraron mayor longitud que las inoculadas con P. putida (88,54 + 3,87 cm)
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(Tablas 19 y 20). Las plantas no micorrizadas ni inoculadas con bacterias, pero infestadas
por nematodos [PDN], presentaron los valores minimos de longitud de la parte aérea, s6lo
en el caso de la inoculacion conjunta con G. mosseae y B. megaterium [MBN] se consiguio
incrementar la longitud significativamente, en presencia de nematodos (Tabla 20).

La micorrizacion por G. mosseae disminuyé el peso fresco de la parte aérea (65,10 +
1,84 ), en relacion a las plantas no micorrizadas (70,70 + 1,81 g) (Tablas 19 y 20). El
analisis de la combinacion (NEM x BAC) también mostré un mayor peso fresco de la
parte aérea en aquellas plantas infestadas por nematodos e inoculadas con B. megaterium
(72,52 + 2,65 g), en comparacion con las plantas infestadas pero sin inocular con bacterias
(59,00 + 2,90 g) (Tablas 19 y 20). El anélisis de la combinacion (AMF x BAC) asimismo
mostroé que, independientemente de la infestacion por neméatodos, la inoculacién con B.
megaterium (82,49 + 2,63 g) o P. penetrans (75,95 + 0,86 g) producia mayor peso fresco de
la parte aérea que las plantas inoculadas con P. putida (61,82 + 3,67 g) (Tablas 19y 20). En
cuanto al andlisis conjunto de la combinacién de los tres factores, las plantas sin micorrizar
no inoculadas con bacteria pero infestadas [@@N] mostraron los valores minimos de peso
fresco de la parte aérea (Tabla 20).
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Tabla 20 (Continuacion). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-bacteria en el patosistema Tomate cv. Josefina-M.

incognita.

Tratamientos

Peso seco

parte aérea (g)

Peso fresco
de laraiz (g)

%[00 13,16 + 0,92 abc 15,51 = 1,00 ab

1090 12,56 + 1,95 abc 7,47 £ 0,41 cdef
M@D 13,13 + 1,25 abc 10,69 + 0,71 abcde
?BD 14,10 + 0,71 abc 16,47 = 1,68 ab

1B% 10,85 + 0,49 bc 8,47 + 0,44 Dbcdef
MB@ 11,50 + 1,06 abc 8,08 + 0,70 bcdef
2@ 12,17 + 1,48 abc 10,44 + 0,84 abcdef
1S@ 13,80 + 1,49 abc 5,51 + 0,39 T
MS@ 14,19 + 2,06 abc 9,92 £+ 0,42 abcdef
oPg 15,69 + 0,35 a 13,52 =+ 0,98 abc
1PQ 13,52 + 0,16 abc 7,43 + 0,36 def
MP@ 9,98 + 0,26 bc 9,84 + 0,55 abcdef
@ON 9,17 + 1,13 c 7,42 + 0,45 def
12N 10,77 + 1,88 abc 6,06 + 0,97 ef
M@N 10,40 + 1,32 abc 8,31 £ 0,39 bcdef
@BN 14,72 + 0,71 ab 15,47 += 3,57 abcde
1BN 13,27 + 0,63 abc 18,22 = 2,50 ab

MBN 10,79 + 0,88 abc 10,18 + 1,12 abcdef
@SN 8,97 + 1,10 bc 11,42 + 0,52 abcde
ISN 11,53 + 1,01 abc 7,60 £ 0,92 cdef
MSN 12,04 + 1,47 abc 13,27 + 1,34 abcd
@PN 13,75 + 0,26 abc 16,47 = 0,95 a

IPN 12,51 + 1,22 abc 9,04 + 0,91 abcdef
MPN 11,48 + 0,39 abc 7,84 £ 0,21 cdef

Datos expresados como media =+ error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos
afos) o bien * como media =+ error estandar de cinco réplicas.
Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren

significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).

El peso seco de la parte aérea se vio reducido, de la misma manera que el peso

fresco, por la micorrizacion por G. mosseae (11,69 + 0,44 g) vs plantas no micorrizadas
(12,72 £ 0,40 g) (Tablas 19 y 20). Del anélisis de la combinacion (NEM x AMF) se deduce

que, la combinacion de micorrizacién por G. mosseae e infestacion por nematodos (11,18 +

0,54 g) redujo significativamente el peso seco de la parte aérea en relacion a los controles

sin micorrizar ni infestar por nematodos (13,78 = 0,51 g) (Tablas 19 y 20). Ademas, en el

analisis (AMF x BAC) también se observd que, independientemente de la infestacion por

nematodos, aquellas plantas sin micorrizar e inoculadas por P. penetrans (14,72 + 0,31 g) 0

B. megaterium (14,41 + 0,49 g) mostraban mayores pesos secos de la parte aérea que las

inoculadas con P. putida (10,57

inoculadas con P. penetrans (10,73

+

+

0,97 g) y que las micorrizadas por G. mosseae e
0,29 g) (Tablas 19 y 20). En cuanto al andlisis de los
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tratamientos individualizados considerando los tres factores implicados, el mayor peso seco
de la parte aérea se obtuvo en los tratamientos sin micorrizar y sin infestar e inoculado con
P. penetrans [@PW] y sin micorrizar, infestado e inoculado con B. megaterium [@BN], los
cuales fueron significativamente mayores que los tratamientos micorrizado por G.
intraradices, coinoculado con B. megaterium y sin infestar [IB@], micorrizado por G.
mosseae, coinoculado con P. penetrans sin infestar [MP{], e infestados, sin micorrizar, sin
inocular con bacteria [J@N] o inoculado con P. putida [@SN] (Tabla 20).

El peso fresco de las raices fue disminuido por la micorrizacion por G. intraradices
(8,73 £ 0,56 g) y G. mosseae (9,77 = 0,32 g), frente a las plantas no micorrizadas (13,34 +
0,63 g), mientras que la inoculacién con B. megaterium lo incrementd (12,82 + 0,94 g) en
comparacion con las plantas sin inoculacion bacteriana (9,24 + 0,49 g) (Tablas 19 y 20).Los
mayores pesos frescos de las raices se observaron en los tratamientos control [@@J] y con
inoculacion bacteriana (B. megaterium o P. penetrans), sin micorrizar y sin infestar por
nematodos [@Bd] y [DPJ], que fueron significativamente mayores que la mayoria de los
micorrizados por G. intraradices [I3D], [ION], [IPD], [1ISD], [ISN] que mostraron los
valores minimos (Tabla 20).
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Tabla 21. Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de la interacciéon AMF-
bacteria en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita. (Continda).

Tratamientos Numero de flores Numero de frutos d eﬁg?}:&fgg? a)
200 9,60 =+ 0,91 abcdef|12,90 + 1,22 abcd|19,15 + 3,50 abcd
100 7,90 + 0,23 cdef| 9,30 + 0,99 abcd| 6,14 + 0,69 d
M@ 11,40 + 1,23 abcd 9,60 + 0,90 abcd|10,46 + 0,51 abcd
oBd 10,90 + 0,55 abcd 15,70 + 1,19 a 14,02 + 4,14 abcd
1Bg 9,80 + 0,47 abcdef|12,40 + 0,69 abcd|13,47 + 4,42 abcd
MB@ 14,60 + 0,54 a 6,90 + 1,36 cd| 5,73 + 2,33 cd
@SSP 10,90 + 0,60 abcd 6,50 + 0,73 d{11,13 + 1,32 abcd
150 8,90 + 0,28 bcdef| 9,90 + 0,98 abcd|14,47 + 2,87 abcd
MS@ 11,20 + 0,39 abcd 13,50 + 1,43 abcd|18,06 + 1,67 ab
OPd 11,80 + 0,80 abcd 14,80 + 0,25 a 22,59 + 3,52 a
1PQ 7,90 + 0,18 def (10,10 + 0,94 abcd| 7,04 + 0,51 bcd
MP@ 14,70 + 0,92 ab 10,20 + 0,59 abcd|10,45 + 0,33 abcd
PN 5,40 + 0,37 ef|13,10 + 1,12 abc (17,54 + 1,60 ab
10N 9,80 + 0,25 abcde (11,00 + 1,28 abcd|13,79 + 2,85 abcd
M@N 11,50 + 0,37 abc 9,10 + 1,31 abcd| 8,45 + 2,12 abcd
@BN 5,70 + 0,30 ef|11,70 + 1,04 abcd|10,22 + 2,56 abcd
1BN 8,90 + 0,18 pbcdef|11,20 + 0,73 abcd| 6,62 + 1,07 bcd
MBN 9,00 + 0,30 bcdef|11,10 + 0,81 abcd|10,95 + 1,51 abcd
@SN 11,50 + 0,50 abcd 8,20 + 1,01 bed|17,15 + 1,58 abc
ISN 10,20 + 0,29 abcd 12,00 + 1,02 abcd| 7,56 = 1,55 abcd
MSN 11,50 + 0,56 abcd 13,70 + 0,84 abc 7,58 + 1,56 abcd
@PN 5,50 + 0,22 /14,60 + 1,18 ab 13,08 + 0,96 abcd
1PN 8,30 + 0,30 cdef| 7,30 + 1,65 bed|11,90 + 2,75 abcd
MPN 7,90 + 0,38 cdef| 6,80 + 1,30 cd|17,58 + 1,61 ab

Datos expresados como media =+ error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios) o bien *
como media = error estandar de cinco réplicas.

Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segin los
test LSD o KW (p < 0,05).

El nimero de flores producidas por planta fue menor cuando las plantas estuvieron
infestadas por nematodos (8,77 % 0,22), que cuando se encontraban libres de ellos (10,80 +
0,27); mayor cuando estaban micorrizadas por G. mosseae (11,48 + 0,33), que cuando
estaban micorrizadas por G. intraradices (8,96 = 0,14) o no estaban micorrizadas (8,91 +
0,36); y mayor cuando estuvieron inoculadas con P. putida (10,70 £ 0,21), que cuando no
hubo inoculacion bacteriana (9,27 £ 0,38) o el suelo estuvo inoculado con P. penetrans(9,35
+ 0,45) (Tablas 19 y 21). Los tratamientos infestados por nematodos, sin micorrizar y sin
inoculacion bacteriana [@@N] o inoculados con B. megaterium [@BN] o P. penetrans
[DPN] produjeron el menor ndmero de flores, y fueron significativamente menores que los
tratamientos sin infestar e inoculados con bacteria [OB@], [FPD] vy [FSD] vy que la
mayoria de tratamientos micorrizados por G. mosseae (Tabla 21).
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El nimero de frutos también se redujo en las plantas micorrizadas por G. mosseae
(10,11 £ 0,47) o G. intraradices (10,40 = 0,40), frente a las no micorrizadas (12,19 = 0,59)
(Tablas 19 y 21). Asimismo, el nimero de frutos disminuyd en los tratamientos sin infestar
sin micorrizar e inoculados con P. putida [@S@], en relacion a los tratamientos sin infestar

sin micorrizar pero inoculados con otras bacterias [@B@] y [OPJ] (Tabla 21).

El peso fresco de los frutos fue reducido por la micorrizacién, ya fuese por G.
mosseae (11,16 = 0,72 g) o G. intraradices (10,12 + 0,91 g), frente a las plantas no
micorrizadas (15,61 = 1,00 g); e incrementado por la inoculaciéon con P. penetrans (13,77 =
1,02 g) frente a la inoculacion con B. megaterium (10,17 £+ 1,22 g) (Tablas 19 y 21).

Tabla 21 (Continuacion). Valores de productividad vegetal en el ensayo
para el estudio de la interaccion AMF-bacteria en el patosistema Tomate
cv. Josefina-M. incognita.

Contenido en clorofila | Temperatura de la

UL B (unidades SPAD)* | cubierta vegetal (°C) *

200 23,64 + 2,16 a| 29,04 + 0,71 a
100 24,66 + 1,44 a| 28,22 + 0,51 a
Mo 22,56 + 1,79 a| 27,80 + 0,80 a
@B 25,80 + 2,51 a| 28,22 + 0,46 a
1B 24,44 + 0,73 a| 28,14 + 0,77 a
MB@ 26,74 + 1,78 a| 28,08 + 0,28 a
@S0 28,48 + 2,01 a| 28,80 + 0,48 a
150 26,20 + 1,13 a| 27,94 + 0,47 a
MS@ 26,90 + 1,17 a| 28,88 + 0,85 a
oP 23,60 + 0,93 a| 28,40 + 0,51 a
1P 24,80 + 1,16 a| 28,00 + 0,32 a
MP@ 23,20 + 1,02 a| 27,80 + 0,73 a
20N 21,94 = 1,04 a| 27,74 + 0,45 a
12N 24,26 + 2,35 a| 27,34 + 0,97 a
M@N 24,52 + 2,14 a| 29,66 + 1,00 a
@BN 26,32 + 1,46 a| 28,58 + 0,58 a
IBN 25,66 + 1,17 a| 27,96 + 0,53 a
MBN 23,72 + 1,12 a| 27,78 + 0,97 a
@SN 21,76 + 0,63 a| 27,86 + 0,63 a
ISN 24,46 + 1,03 a| 27,92 + 0,28 a
MSN 24,92 + 1,48 a| 28,60 + 0,34 a
@PN 25,72 + 0,99 a| 28,28 + 0,47 a
IPN 22,24 + 0,72 a| 28,62 + 0,72 a
MPN 25,20 + 1,50 a| 29,12 + 0,73 a

Datos expresados como media % error estindar de diez réplicas (cinco
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cinco réplicas.
Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).
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Tabla 22. Valores medios de variables relacionadas con la micorrizacién en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-bacterias en el patosistema Tomate cv. Josefina -M. incognita.

i ' i i olonizacion
Tratamientos Frecuencia de Intensidad de Intensidad de c

micorrizacion (F%) micorrizacién (M%)  media por fragmento (m%)

1090 81,73 + 1,32 ab [15,75 = 0,94 abcd| 19,68 + 1,22 bcd
M2D 83,70 + 3,07 ab (23,48 + 2,60 abc | 23,80 + 3,36 abcd
1BY 77,96 + 1,95 abc|24,38 + 0,92 a 30,79 + 0,44 abc
MB@ 77,37 + 3,24 abc|24,76 + 1,45 a 37,67 + 2,14 a

1S0 74,53 + 1,14 pc|22,84 + 0,50 ab 31,94 + 0,72 ab

MS@ 71,97 + 3,40 Dpbc|23,15 + 1,53 ab 36,81 + 1,90 a

1Pg 81,11 + 1,12 ab |16,25 + 0,66 abcd| 19,66 + 0,78 cd
MP@ 75,27 + 0,62 pbc|21,10 + 1,76 abc | 20,54 + 0,79 bcd
19N 78,31 + 2,63 abc|14,73 + 1,07 bcd| 20,04 = 1,29 bcd
M@N 75,66 + 2,08 abc|14,23 + 2,45 Dbcd| 17,18 + 2,62 d
1BN 65,39 + 1,76 c|10,78 + 1,31 dl 15,24 + 1,66 d
MBN 83,01 + 2,41 ab (19,65 + 1,63 abcd| 22,11 + 1,24 abcd
1SN 79,67 + 2,11 abc|14,13 + 0,43 cd| 18,36 + 0,51 d
MSN 73,64 + 1,82 bc|19,02 + 1,81 abcd| 24,58 + 2,36 abcd
IPN 87,98 + 1,28 a 16,78 + 2,46 abcd| 23,45 + 2,74 abcd
MPN 85,16 + 1,92 ab (20,90 + 1,69 abcd| 24,65 + 1,73 abcd

Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios).
Tratamientos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segln
los test LSD o KW (p < 0,05).

La frecuencia de micorrizacion (F%) fue mayor en las plantas crecidas en suelos con
P. penetrans (82,38 = 1,00), que en plantas inoculadas con B. megaterium (75,93 + 1,55) o P.
putida (74,95 + 1,18) (Tablas 19 y 22). Ademas, las plantas inoculadas con P. putida
mostraron menor F% que las no inoculadas con ninguna bacteria (79,85 + 1,24)(Tablas 19
y 22). En el andlisis (AMF x BAC) se observo que, independientemente de la infestacion
por nematodos, en las plantas micorrizadas por G. intraradices, aquellas sin inocular con
bacteria (80,02 = 1,49) o coinoculadas con P. penetrans (84,55 + 1,14) mostraban mayor
F% que aquellas coinoculadas con P. putida (77,10 = 1,31) o B. megaterium (71,68 + 1,93)
(Tablas 19 y 22). Los menores valores de F% se encontraron en el tratamiento [IBN], que
fue significativamente menor que [MBN] o que [MPN] e [IPN] (Tabla 22).

La intensidad de micorrizacion (M%) fue mayor en plantas no infestadas (21,46 +
0,62) que en plantas infestadas por neméatodos (16,28 + 0,69) (Tablas 19 y 22). G mosseae
también mostré mayor M% (20,79 % 0,73) que G. intraradices (16,96 + 0,63) (Tablas 19 y
22). Los tratamientos conjuntos [IBG], [MB@], [ISD] y [MS@], mostraron los mayores
valores de M% y los tratamientos [IBN] y [ISN] los valores minimos de M% (Tabla 22).

La intensidad media de micorrizacion por fragmento (m%) se redujo cuando las
plantas fueron infestadas por nematodos (20,70 + 0,75 vs 27,61 + 0,98) (Tablas 19y 22). G
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.mosseae mostrd6 mayor m% (25,92 + 1,07) que G. intraradices (22,40 + 0,78) (Tablas 19 y
22). Ademas, la inoculacién con B. megaterium (26,45 + 1,54) o P. putida (27,92 + 1,36)
incremento Mm% en relacion a las plantas no inoculadas con bacteria (20,17 £+ 1,17) (Tablas
19y 22). Los mayores valores de m% se hallaron en las plantas no infestadas, micorrizadas
e inoculadas con B. megaterium [IB&] [MBJ] o P. putida [ISZ] [MS@], significativamente
mayores que en aquellos tratamientos infestados por nematodos inoculados con B.
megaterium o P. putida y micorrizados por G. intraradices [IBN], [ISN] (Tabla 22).

Figura 23. Valores medios de los indices de agallas en el ensayo para el estudio de la interaccion
AMF-bacterias en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.
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Datos expresados como media =+ error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin los test LSD o KW (p < 0,05).

La inoculacién con B. megaterium o P. penetrans redujo el indice de agallas (2,50 +
0,14) (2,23 = 0,15) respectivamente, en comparacion a las plantas no inoculadas con
bacteria (4,00 £+ 0,22) (Tabla 19 y Figura 23) .Todos los tratamientos redujeron el indice de
agallas en relacion al control [@@N], pero los mas efectivos fueron la combinacién de
micorrizacion e inoculacion del suelo con P. penetrans [IPN] y [MPN], cuyos valores fueron

significativamente menores que en el tratamiento control (Figura 23).
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Figura 24. Valores medios de la densidad final de nematodos por maceta en el ensayo para el estudio
de la interaccion AMF-bacterias en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita, afio 1°.
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Datos expresados como media =+ error estandar de cinco réplicas.
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin los test LSD o KW (p < 0,05).

Durante el primer afio del ensayo, el nimero de nematodos por maceta se vio
reducido en los tratamientos micorrizados por G. mosseae (5.441 + 596) o G. intraradices
(6.932 £ 833), frente a aquellos sin micorrizar (9.386 + 772) (Tabla 19 y Figura 24). La
inoculacion con P. penetrans redujo el nimero de nematodos (3.728 + 786), en relacion a la
inoculacion de la planta con P. putida (8.961 + 588) o B. megaterium (7.156 + 927), éste
ultimo, a su vez, redujo el nimero de neméatodos en relacion a las plantas no inoculadas
con bacteria (9.165 + 743) (Tabla 19 y Figura 24). El tratamiento control sin micorrizar y
sin bacteria [J@N] mostrd el mayor nimero de nematodos al igual que el tratamiento sin
micorrizar pero inoculado con P. putida [@SN], los cuales fueron reducidos
significativamente en los tratamientos con P. penetrans [@PN], [MPN] e [IPN] o los
micorrizados por G. mosseae e inoculados con B. megaterium [MBN] (Figura 24).
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Figura 25. Valores medios de la densidad final de nematodos por maceta en el ensayo para el estudio

de la interaccion AMF-bacterias en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita, afio 2°.
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Datos expresados como media =+ error estandar de cinco réplicas.

Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun los test LSD o KW (p <

0,05).

Durante el segundo afio del ensayo, la inoculacién con P. penetrans redujo el nimero

de neméatodos (3.363 + 892), en relacion a la inoculacion de la planta con P. putida (7.364
+ 1385) 0 a las plantas no inoculadas con bacteria (7.281 + 1276) (Tabla 19 y Figura 25). El

tratamiento control sin micorrizar y sin bacteria [J@N] mostré el mayor nimero de

nematodos, que fueron reducidos significativamente en los tratamientos de micorrizacion

combinada con P. penetrans [MPN] y [IPN], micorrizacion con G. intraradices y no

inoculacion bacteriana [IDN] e inoculacion sencilla con B. megaterium [@BN] o P. putida

[DSN] (Figura 25).
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Figura 26. Valores medios del nimero de hembras de M. incognita por maceta en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-bacterias en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de diez réplicas (cinco repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

El nimero de hembras por maceta fue mayor en los tratamientos micorrizados por
G. mosseae (156 + 18) que en aquellos micorrizados por G. intraradices (102 £ 9), y menor
en aquellas plantas inoculadas con P. putida (73 = 4) que en las inoculadas con B.
megaterium (238 =+ 49), P. penetrans (128 = 11) o no inoculadas con bacteria (187 * 25)
(Tabla 19 y Figura 26). Los tratamientos inoculados con P. putida y no micorrizados [@SN]
0 micorrizado por G. intraradices [ISN] produjeron el menor nimero de hembras por
maceta, significativamente menor que el tratamiento control [@@N] y los tratamientos
inoculados s6lo con B. megaterium [@BN], o G. mosseae [M@N] o conjuntamente con G.
mosseae y P. penetrans [MPN] o G. intraradices y B. megaterium [IBN] (Figura 26).
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Figura 27. Valores medios de eficacia Abbott en la reduccién del nimero de nematodos en el ensayo
para el estudio de la interaccion AMF-bacterias en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita,
afio 1°.
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Datos expresados como media =+ error estandar de cinco réplicas.
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin los test LSD o0 KW (p < 0,05).

En cuanto al indice de eficacia Abbott para la reduccién de las densidades de
nematodos, durante el primer afio de ensayo, la micorrizacion por G. mosseae se mostro
efectiva (65,50 = 3,78) frente a las plantas no micorrizadas (40,48 + 4,89) (Tabla 19 y
Figura 27). La inoculacién con P. penetrans fue mas efectiva (76,36 = 4,98) que las
inoculaciones con P. putida (43,17 = 3,73) o sin bacteria (41,88 * 4,71) (Tabla 19 y Figura
27). Los tratamientos mas efectivos fueron aquellos que combinaron la aplicacién al suelo
de esporas de P. penetrans con la micorrizacion, ya fuera por G. mosseae [MPN] o G.
intraradices [IPN]. Las combinaciones de micorrizacion con las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal no consiguieron incrementar significativamente la eficacia en la

reduccion del nimero de nemétodos, en relacion al control sin tratar [@@N] (Figura 27).
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Figura 28. Valores medios de eficacia Abbott en la reduccién del nimero de nematodos en el ensayo
para el estudio de la interaccion AMF-bacterias en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita,
afio 2°.
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Datos expresados como media =+ error estandar de cinco réplicas.
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun los test LSD o KW (p <
0,05).

Durante el segundo afio de ensayo, la micorrizacion no mostrd efecto sobre la
eficacia Abbott, pero la inoculacion con P. penetrans sigui6 siendo mas efectiva (79,22 +
5,51) que las inoculaciones con P. putida (54,50 £ 8,56) o sin bacteria (55,01 + 7,89) (Tabla
19 y Figura 28). De nuevo, los tratamientos més efectivos fueron aquellos que combinaron
la aplicaciéon al suelo de esporas de P. penetrans con la micorrizacion, ya fuera por G.
mosseae [MPN] o G. intraradices [IPN] (Figura 28).
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2.2. ENSAYO 2. EFECTOS DE LA MICORRIZACION E INOCULACION CON
TRICHODERMA HARZIANUM SOBRE EL PATOSISTEMA TOMATE-M.
INCOGNITA.

Se investigaron los efectos producidos por la inoculacion simple y combinada de
microorganismos bioprotectores (Glomus intraradices 0 G. mosseae) y un hongo oportunista
como agente de biocontrol (Trichoderma harzianum), sobre distintas variables de
crecimiento y produccion vegetal, micorrizacion, severidad de la enfermedad causada por

M. incognita y reproduccion del neméatodo, en tomate cv. Durinta y cv. Josefina.

2.2.1. ENSAYOS EN TOMATE CV. DURINTA

En la tabla 23 se muestra la significacion estadistica para los efectos de los factores
ensayados [infestacion por neméatodos (NEM), micorrizacion (AMF) e inoculacion con
Trichoderma harzianum (TRI)] y sus interacciones, sobre las distintas variables de
crecimiento y productividad vegetal, micorrizacion y reproduccion del neméatodo.
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Tabla 23. Significacion estadistica del ANOVA multifactorial o los test de Kruskal-Wallis en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el
patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

NEM AMF TRI NEMxAMF NEM xTRI AMFxTRI NEM xAMF xTRI

Longitud parte aérea (cm)Av ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 1°AV ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 2°AV ns ns ns ns ns ns ns
Peso seco parte aérea (g) afio 1°AV ns ns ns ns ns 0,0445 ns
Peso seco parte aérea (g) afio 2°AV ns 0,0338 ns ns ns ns ns
Peso fresco raices (g) afio 1° AV ns ns ns ns ns ns 0,0043
Peso fresco raices (g) afio 2°kwW ns ns ns ns ns ns ns
Numero de floresAv ns ns ns ns ns ns ns
Nudmero de frutosAv ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco de frutos (g) afio 1°AV ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco de frutos (g) afio 2°AV ns ns ns ns ns ns ns
Contenido en clorofila(RLCC-SPAD) afio 1°kW ns ns ns ns ns ns ns
Contenido en clorofila (RLCC-SPAD) afio 2°KwW ns ns 0,0382 ns ns ns ns
Temperatura de la cubierta vegetal (°C) afio 1°AV ns ns ns ns ns ns ns
Temperatura de la cubierta vegetal (°C) afio 2°AV ns ns 0,0007 ns 0,0001 0,0004 0,0001
Frecuencia de micorrizacion, F%Xw 0,0000 ns ns 0,0000 0,0000 ns 0,0000
Intensidad de micorrizacion, M%Xw 0,0023 ns ns 0,0212 0,0189 ns 0,0372
Intensidad de micorrizacion media por fragmento, m% KW ns ns ns ns ns ns ns
indice de agallas KW - 0,0219 0,0004 - - 0,0008 -
Numero de J2 + huevos por maceta KW - ns 0,0143 - - ns -
Numero de hembras de Meloidogyne por maceta KW - ns 0,0044 - - ns -
Eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos por macetaAv - ns 0,0435 - - ns -

Tratamientos analizados por ANOVA AV o Kruskal-Wallis KW, ns. Nivel de significacion p> 0,05, no significativo.
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Las siguientes tablas y figuras muestran los resultados obtenidos para las distintas
variables de crecimiento (Tabla 24) y productividad vegetal (Tabla 25), micorrizacion (Tabla
26) y reproduccién de nematodos (Figuras 29-32), para cada uno de los tratamientos
ensayados.

Tabla 24. Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el estudio de la interaccion
AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita (continUa).

. Longitud Peso fresco Peso fresco
JlELE e parte aé?ea (cm) parte aérea, afio 1 (g)* parte aérea, afio2 (g)*
200 62,63 + 4,70 a | 75,43 + 21,14 abcd|76,03 + 8,24 ab
100 61,85 + 5,37 a | 29,08 + 6,57 d|93,43 + 18,89 ab
M@@ 65,81 + 3,35 g |110,35 + 19,89 abp 78,05 + 10,48 ab
oTD 64,50 + 5,30 4 | 90,87 + 22,66 apbc |58,23 + 8,07 b
1T 67,64 + 2,39 g | 63,87 + 5,52 abcd|81,15 + 9,42 ap
MT@ 65,38 + 3,86 g | 75,00 + 16,32 abcd|84,95 + 11,09 abp
@ON 64,64 + 6,30 a (121,67 + 24,91 a 60,95 + 9,93 b
19N 67,63 + 4,77 g | 56,40 + 18,77 cd| 98,80 + 11,60 g
M@N 62,06 + 3,76 g | 70,15 + 16,88 gpcd|90,23 + 6,13 ap
@TN 64,31 + 5,60 5 | 63,75 + 20,59 pcd|86,40 + 23,18 ab
ITN 65,14 + 6,07 g (106,83 + 20,94 abc |64,08 + 14,14 ap
MTN 67,19 + 3,75 a | 97,40 + 24,63 apc 82,13 + 7,42 ab

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos
afos) o bien * como media =+ error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segin
los test LSD 0 KW (p < 0,05).

Ni la infestaciobn por neméatodos, ni la micorrizacion, ni Trichoderma tuvieron

influencia en la longitud o en el peso fresco de la parte aérea (Tabla 23).

En cuanto al anélisis de los tratamientos individualizados, el peso fresco de la parte
aérea mostro resultados opuestos en el primer y segundo afio de los ensayos ya que, el
control infestado sin micorrizar y sin inocular [F@N] mostr6 los mayores valores de peso
fresco de la parte aérea durante el primer afio de ensayo, y los menores durante el segundo.
Ademas, durante el primer afio, la micorrizacion por G. intraradices en plantas no
infestadas ni inoculadas con Trichoderma [IJ] disminuyd significativamente el peso fresco
de la parte aérea (Tabla 24).
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Tabla 24 (continuacion). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv.
Durinta -M. incognita (continda).

Peso seco Peso seco

JlELE e parte aérea, afio 1 (g)" | parte aérea, afio 2 ()"

00 15,56 + 4,66 bcd 13,65 = 2,80 abc
100 6,35 + 1,54 d 18,50 = 4,49 gp
M@J 25,00 + 5,72 ap 14,05 = 2,97 abc
oTd 17,73 + 4,93 abcd 9,30 + 2,28 c
1TG 15,57 + 1,59 abcd 17,20 * 1,52 abc
MTQ 17,75 + 4,11 apcd 16,78 = 3,38 abc
@oN 29,63 + 6,12 a 10,25 + 3,11 c
19N 12,30 + 5,00 cd 20,80 + 1,61 g

M@N 15,43 + 4,20 pcd 17,10 = 0,77 abc
@TN 12,70 + 3,24 pcd 12,95 + 3,52 apc
1TN 24,67 + 3,94 abc 10,70 £ 2,99 pc
MTN 21,28 + 5,74 abc 15,20 + 2,31 abc

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

En el primer afio del ensayo, a pesar de que la micorrizacion y la inoculacién con T.
harzianum no influyeron sobre el peso seco de la parte aérea por si mismas, si se detectd en
la interaccion (AMF x TRI) que las plantas micorrizadas por G. intraradices en ausencia de
T. harzianum (9,33 £ 2,67 g) mostraron un menor peso seco de la parte aérea que el resto
de tratamientos (Tablas 23 y 24). En el segundo afio del ensayo se observo que, las plantas
micorrizadas, tanto por G. intraradices (16,80 £ 1,62 g) como por G. mosseae (15,78 = 1,19
g), mostraron un peso seco mayor que aquellas plantas no micorrizadas (11,54 = 1,40 q)
(Tablas 23 y 24).

Al igual que en el peso fresco de la parte aérea, el andlisis de los tratamientos
individualizados en la variable peso seco mostré resultados opuestos en el primer y
segundo afio de los ensayos, ya que [FDN] mostro los mayores valores de peso seco de la
parte aérea durante el primer afio de ensayo y los menores durante el segundo. Ademas,
con el mismo comportamiento que en la variable anterior, durante el primer afio la
micorrizacion por G. intraradices en plantas no infestadas ni inoculadas con Trichoderma

[1d] también disminuyd significativamente el peso seco de la parte aérea (Tabla 24).
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Tabla 24 (continuacidn). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate
cv. Durinta-M. incognita.

Peso fresco Peso fresco

Tratamientos

de laraiz, afio 1 (g)* de laraiz, afio 2 (g)*

202 21,63 + 7,26 c |[15,583 + 2,46 a
100 14,63 + 4,33 c [23,85 + 7,31 g
M@@ 41,55 + 5,46 ab 23,00 + 4,85 g
2T 33,80 + 8,15 abc |14,40 + 3,30 a
179 30,43 + 2,39 pc |24,55 x 6,27 a
MTQ@ 25,10 + 6,97 pc |21,68 + 2,89 a
@BN 55,27 + 10,76 a 16,08 + 2,36 a
19N 14,78 + 6,47 c (19,80 + 6,71 g
M@N 16,78 + 5,69 c [23,383 + 3,32 a
@TN 17,00 + 8,03 c |24,20 + 10,10 g
ITN 19,50 + 4,39 c |13,88 + 3,46 g
MTN 42,68 + 10,28 ab 16,20 + 3,96 a

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).

Durante el primer afio del ensayo, mediante el andlisis de la triple interaccién, se
observd que las plantas control infestadas [@@N] mostraron el maximo peso fresco de la
raiz (Tabla 24).

Tabla 25. Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Durinta-M.
incognita (continda).

Tratamientos Numero de flores Numero de frutos

200 4,38 + 1,29 a 2,13 + 0,72 a
190 5,50 + 1,21 a 1,50 + 0,71 a
M@ 6,25 + 1,22 a 1,75 + 0,59 a
Ay 6,00 + 0,93 a 1,71 + 0,47 a
179 5,57 + 1,81 a 1,00 + 0,38 a
MT@ 5,38 + 0,94 3 1,88 + 0,74 a
goN 7.14 + 1,14 a ,86 + 0,67 a
1N 7,00 + 1,39 a 2,13 + 0,67 a
M@N 5,75 + 1,22 a 1,38 + 0,50 a
@TN 6,63 + 1,55 a 0,75 + 0,25 g
ITN 6,57 + 1,85 a 1,71 + 0,64 a
MTN 7,50 + 1,56 a 2,25 + 1,06 a

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).

Maria Elena Flor Peregrin 131



Resultados Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne AMFs-Trichoderma

Tabla 25 (continuacion). Valores de productividad vegetal en el ensayo
para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema
Tomate cv. Durinta-M. incognita (continda).

Peso fresco Peso fresco

Tratamientos

de los frutos, afio 1 (g)* | de los frutos, afio 2 (g)*

200 46,65 + 16,13 g |13,70 + 6,28 ab
100 4,03 + 4,03 5 |24,63 4 14,13 zp
oD 34,60 4 18,58 5 |12,00 + 7,45 ap
oTo 21,20 + 13,30 5 |19,98 + 7,43 gp
1o 12,33 + 6,42 5 |15,45 + 6,96 ap
MTo 11,63 + 9,82 5 |25,33 + 11,80 ap
2oN 30,70 + 8,42 a | 5,63 + 5,63 b
19N 11,15 + 11,15 5 |30,13 4+ 4,81 4
MON 27,63 4 16,39 5 |16,40 &+ 8,37 ap
@TN 5,75 + 4,17 4 | 5,00 + 2,22 p
1N 26,27 + 13,41 5 |17,50 + 11,14 gp
MTN 39,73 + 31,52 5 |13,53 + 6,38 gap

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).

Tabla 25 (continuacion). Valores de productividad vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv.
Durinta-M. incognita (continda).

. Contenido en clorofila, Contenido en clorofila,
RTINS afo 1 (unidades SPAD)*  afio 2 (unidades SPAD)*

100} 31,55 + 0,59 a 44,45 + 3,25 g
100 32,85 + 2,33 g 44,05 + 3,84 4
M@D 33,18 + 2,31 g 45,85 + 4,37 ga
T 33,97 + 1,54 4 53,65 + 0,60 g
1TQ 33,67 + 3,70 g 42,00 + 4,24 4
MTQ@ 41,55 + 6,06 g 41,08 + 8,26 4
@ON 31,43 + 2,76 a 40,88 + 4,60 a
12N 32,53 + 2,00 g 42,25 + 4,69 g
M@N 32,63 + 0,88 4 41,33 + 2,75 g
@TN 32,13 + 1,68 g 46,20 + 4,93 g
ITN 37,00 + 3,75 ga 51,05 + 3,75 ga
MTN 33,38 + 4,29 4 51,55 4+ 0,99 4

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos
afios) o bien * como media + error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segin
los test LSD o KW (p < 0,05).

En el segundo afio del ensayo se observo que, el contenido en clorofila fue mayor en
aquellas plantas inoculadas con T. harzianum (47,59 + 1,94 vs 43,13 £+ 1,49) (Tabla 25).
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Tabla 25 (continuacion). Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de
la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

Tratamientos _Temperatura ge la _Temperatura ge la
cubierta vegetal, afio 1 (°C)* cubierta vegetal, afio 2 (°C)*

200 24,80 + 2,02 a 24,53 + 0,85 cde
100 27,33 1+ 2,26 g 28,15 + 1,38 gap
Moa 28,45 1 2,82 g 29,75 + 0,87 3
oTo 30,43 + 0,67 a 24,03 + 0,56  cdef
1T 24,93 4+ 2,00 g 22,15 + 0,67 ef
MT@ 27,40 1+ 2,40 4 21,33 + 0,40 f
PON 23,43 + 3,53 a 23,90 + 2,00 def
10N 24,70 + 1,40 g4 25,03 + 1,26 cde
M@N 25,98 + 2,87 g 26,48 + 1,72 pcd
@TN 28,10 + 1,12 4 27,08 + 0,31 gpc
ITN 23,83 + 1,56 g 25,05 + 0,66 pcde
MTN 25,80 + 2,52 g 24,60 + 0,81 cde

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios)
0 bien * como media =+ error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segln los
test LSD o KW (p < 0,05).

La temperatura de la cubierta vegetal, durante el segundo afio del ensayo, fue mayor
en las plantas no inoculadas con T. harzianum (26,30 + 0,67 °C), frente a las que recibieron
al hongo oportunista (24,04 + 0,45 °C) (Tablas 23 y 25). La presencia del neméatodo o la
micorrizacion no influyeron sobre la temperatura de la cubierta vegetal por si mismas, sin
embargo, se observaron mayores temperaturas de la cubierta vegetal en las plantas
infestadas, tanto en ausencia de Trichoderma (25,13 = 0,94 °C) como en presencia del
hongo (25,58 + 0,46 °C), frente a las plantas sanas inoculadas con el hongo oportunista
(22,50 + 0,45 °C) (Tablas 23 y 25). Asimismo se observd que, las plantas dualmente
inoculadas con G. mosseae y T. harzianum mostraron menor temperatura de la cubierta
vegetal (22,96 + 0,75 °C), comparadas con las que no fueron micorrizadas pero si
inoculadas con T. harzianum (25,55 = 0,65 °C) y las que fueron micorrizadas pero no
inoculadas con el hongo oportunista (26,59 = 1,05 °C en plantas micorrizadas por G.
intraradices y 28,11 + 1,09 °C en plantas micorrizadas por G. mosseae) (Tablas 23 y 25). En
el anlisis estadistico de la triple interaccion, (NEM x AMF x TRI), el tratamiento que
agrupd micorrizacion por G. mosseae, inoculacion con T. harzianum y ausencia de
nematodo [MTd] fue el que mostrd6 menor temperatura de la cubierta vegetal, de manera
significativamente diferente del control sano [F@D], los sanos Unicamente micorrizados
[19D]o [MBW], los infestados micorrizados [IFN] o [M@N], el infestado exclusivamente
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inoculado con T. harzianum [@TN], o los infestados micorrizados e inoculados con T.
harzianum [ITN] o[MTN] (Tabla 25).

Tabla 26. Valores medios de variables relacionadas con la micorrizacion en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

Frecuencia de Intensidad de Intensidad de colonizacion

RTINS micorrizacion (F%) micorrizacién (M%) media por fragmento (m%)

1090 89,58 + 1,33 a 25,19 + 2,49 a 28,26 £+ 2,94 a
o]0} 82,50 + 2,42 abc|19,75 + 2,61 a 23,98 + 3,10 a
17O 82,38 £+ 1,74 abc|17,96 + 2,90 a 21,84 + 3,58 a
MT@ 87,92 + 2,59 ab 21,93 + 1,88 a 24,82 + 1,77 a
19N 68,83 + 2,18 c|15,05 = 1,47 a 22,18 £ 2,44 a
M@N 76,67 + 2,44 Dpbc|17,17 + 1,62 a 22,42 + 1,98 a
ITN 76,19 + 1,98 pc|16,10 + 1,39 a 21,05 + 1,52 a
MTN 81,67 + 1,26 abc|16,41 + 1,50 a 20,04 + 1,71 a

Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segiin el test KW
(p <0,05).

La frecuencia de micorrizacion (F%), fue mayor en las plantas no infestadas por
nematodos (85,70 £+ 1,16) que en aquellas infestadas (75,83 + 1,28) (Tablas 23 y 26). Las
plantas micorrizadas no infestadas (86,22 + 1,41 en plantas micorrizadas por G. intraradices
y 85,21 + 1,85 en plantas micorrizadas por G. mosseae) mostraron mayor frecuencia de
micorrizacion que las plantas infestadas y micorrizadas por G. intraradices (72,26 + 1,74)
(Tablas 23 y 26). Las plantas sanas no inoculadas con T. harzianum mostraron mayor
frecuencia de micorrizacion (86,04 + 1,61), en comparacion con aquellas infestadas tanto
en ausencia de T. harzianum (72,75 = 1,88) como en presencia del hongo oportunista
(79,11 = 132) (Tablas 23 y 26). El tratamiento que mostr6 mayor frecuencia de
micorrizacion fue el que incorporé G. intraradices sin hongo oportunista ni neméatodo
[19d] (Tabla 26).

La intensidad de micorrizacion (M%), se vio disminuida por la presencia del
nematodo (16,19 + 0,73) frente al conjunto de plantas no infestadas (21,31 + 1,27) (Tablas
23 y 26). El tratamiento con mayor intensidad de micorrizacion fue el que incorpor6 G.
intraradices sin T. harzianum y sin neméatodo [I@J] (Tabla 26).
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Figura 29. Valores medios de los indices de agallas en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun el test KW (p < 0,05).

La micorrizacion por G. mosseae redujo el indice de agallas (2,97 = 0,37), en
comparacion con las plantas no micorrizadas (4,27 + 0,36) (Tabla 23 y Figura 29).
Igualmente, la inoculacion con T. harzianum redujo la severidad de la enfermedad (2,80 +
0,30), en comparacion con plantas sin inoculacion del hongo oportunista (4,28 + 0,19)
(Tabla 23 y Figura 29). El efecto conjunto de G. mosseae y T. harzianum redujo el indice de
agallas en mayor medida que ambos microorganismos aplicados individualmente siendo,
por tanto, el tratamiento mas efectivo en la reduccion del indice de agallas, pero no de
forma significativa en comparacién con el tratamiento micorrizado por G. mosseae sin T.
harzianum, ni el no micorrizado inoculado con el hongo oportunista (Tabla 23 y Figura 29).
Aunque todos los tratamientos redujeron el indice de agallas respecto al control sin tratar
[DDN], los mas efectivos en la reduccion de esta variable fueron los que combinaron
Glomus spp. y T. harzianum [ITN] y [MTN], cuyos valores fueron significativamente
menores respecto al tratamiento control (Figura 29).
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Figura 30. Valores medios de la densidad final de nematodos por maceta en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Durinta-M.
incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin el test KW (p < 0,05).

El nimero de neméatodos por maceta fue reducido, en aproximadamente un 41%, en
las plantas inoculadas con T. harzianum (4.803 £ 959), frente a las plantas no inoculadas
con este hongo (8.122 + 1.129) (Tabla 23 y Figura 30).

Figura 31. Valores medios del nimero de hembras de M. incognita por maceta en el ensayo

para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Durinta-M.
incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afos).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin el test KW (p < 0,05).
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El nimero de hembras por maceta también fue reducido en mas de un 45% en
aquellas plantas inoculadas con T. harzianum (340 + 74), frente a las que no recibieron este
inéculo (620 + 81) (Tabla 23 y Figura 31).

Figura 32. Valores medios de eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos en el

ensayo para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv.
Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin el test LSD (p < 0,05).

El indice de eficacia Abbott para la reduccion de las densidades de neméatodos
mostro la efectividad de la inoculacion con T. harzianum al obtener un indice mayor (73,95
(Tabla 23 y Figura

32). Los tratamientos mas efectivos fueron aquellos que combinaron la micorrizacion por

+ 5,73), frente a las plantas no inoculadas con este hongo (58,38 + 5,38

~—

G. intraradices y la inoculacién con T. harzianum [ITN] o la aplicacién individual del hongo
oportunista [ATN], en relacion al control sin tratar [@N] (Figura 32).

2.2.2. ENSAYOS EN TOMATE CV. JOSEFINA

En la tabla 27 se muestra la significacion estadistica para los efectos de los factores
ensayados [infestacion por neméatodos (NEM), micorrizacion (AMF) e inoculacion con
Trichoderma harzianum (TRI)] y sus interacciones sobre las distintas variables de

crecimiento y productividad vegetal, micorrizacion y reproduccion del neméatodo.
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Tabla 27. Significacion estadistica del ANOVA multifactorial o los test de Kruskal-Wallis en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el
patosistema Tomate-M. incognita. Tomate cv. Josefina.

NEM AMF TRI NEMxAMF NEM xTRI AMFxTRI NEM xAMF xTRI

Longitud parte aérea (cm)Av ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 1°AV ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 2° KW 0,0466 ns ns ns ns ns ns
Peso seco parte aérea (g) afio 1°AV ns ns ns ns ns ns ns
Peso seco parte aérea (g) afio 2°KW 0,0069 ns ns ns 0,0496 ns ns
Peso fresco raices (g) afio 1° AV ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco raices (g) afio 2°kwW ns ns ns ns ns ns ns
Numero de floresAv ns ns ns ns ns ns ns
Numero de frutos AV ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco de frutos (g)Av ns ns ns ns ns ns ns
Contenido en clorofila(RLCC-SPAD)AV ns ns ns ns ns ns 0,0445
Temperatura de la cubierta vegetal (°C)kw ns ns ns ns 0,0400 0,0030 0,0087
Frecuencia de micorrizacion, F%Xw 0,0071 ns ns 0,0000 0,0097 ns 0,0000
Intensidad de micorrizacion, M%Xw 0,0019 ns ns 0,0000 0,0150 ns 0,0002
Intensidad de micorrizacion media por fragmento, m% KW 0,0030 ns ns 0,0019 0,0291 ns 0,0311
indice de agallas AV - 0,0120 0,0079 - - ns -
Nudmero de J2 + huevos por maceta AV - ns ns - - ns -
Numero de hembras de Meloidogyne por maceta AV - ns ns - - ns -
Eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos por macetaAv - ns ns - - 0,0069 -

Tratamientos analizados por ANOVA AV o Kruskal-Wallis KW, ns. Nivel de significacion p> 0,05, no significativo.
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Las siguientes tablas y figuras muestran los resultados obtenidos para las distintas
variables de crecimiento (Tabla 28) y productividad vegetal (Tabla 29), micorrizacion (Tabla
30) y reproduccién de nematodos (Figuras 33-36), para cada uno de los tratamientos
ensayados en tomate cv. Josefina.

Tabla 28. Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita
(continda).

Longitud Peso fresco Peso fresco

RTINS parte aérea (cm)  parte aérea, afio 1 (g)* | parte aérea, afio2 (g)*

ogg 84,81 + 3,63 a|69,05 + 11,12 a| 90,03+ 11,38 a
196 |74.88 1+ 6,76 a|86,33 136,17 5| 89,83+ 3,23 g
wgg 81,94 1 6,84 (68,35 126,21 5| 97,504+ 7,41 g
¢To 82,21 + 4,83 (53,83 125,23 5| 87,03+ 6,28 g
1T |81,07 + 6,44 5|53,90 + 10,94 5| 90,73+ 10,02 4
MT®  |83,38 + 5,56 a|94,40 : 47,66 a| 89,08+ 6,48 g
ooN 82,44 + 4,70 a| 70,80 + 8,02 a| 98,60+ 16,11 a
1N 72,94 4+ 5,02 5|79,45 126,94 5| 82,95+ 14,19 4
MEN 70,50 + 7,47 a|89,45 124,90 5| 52,78+ 12,18 4
@TN 73,94 + 4,16 4|51,65 + 17,76 5| 70,33+ 12,67 3
ITN 81,19 + 5,30 5|90,20 + 34,13 5| 65,53+ 12,16 3
MTN 77,56 + 5,88 4|85,35 + 45,52 5| 92,10+ 14,15 4

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos
afios) o bien * como media * error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).

En el segundo afio de ensayo, solo aquellas plantas infestadas por M. incognita
mostraron un menor peso fresco de la parte aérea (77,05 £ 5,93 g), en comparacion con las
plantas sanas (90,70 £ 2,94 g) (Tabla 27).
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Tabla 28 (continuacidn). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate
cv. Josefina-M. incognita (continda).

Peso seco Peso seco

Tratamientos parte aérea, afio 1 (9)*  parte aérea, afio 2 ()

200 16,35 + 2,09 a |18,48 = 1,21 a
100 17,93 + 8,42 5 |18,13 + 2,41 4
Mo 15,88 + 6,27 a |21,95 + 2,75 4
oTo 9,93 4+ 4,54 5 |21,06 + 4,63 g
170 9,93 + 3,28 5 |22,93 + 3,78 4
MTO 23,33 + 10,93 5 |16,10 * 2,36 g
ooN 13,45 = 3,94 a |28,48 = 8,73 a
1N 15,33 + 4,61 a |15,68 * 3,98 4
MEN 22,63 + 9,06 g | 8,13 * 1,59 4
gTN 10,53 + 4,55 a |13,50 * 4,20 g
ITN 21,65 + 10,86 g |12,05 + 2,94 4
MTN 20,25 + 13,60 g |14,70 + 2,69 3

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

También en el segundo afio de ensayo, las plantas infestadas por el nematodo
mostraron un menor peso seco de la parte aérea (15,42 + 2,13 q), frente al resto (19,77 +
1,21 g) (Tabla 27). Evaluando el efecto conjunto del nematodo y T. harzianum se revela
que, las plantas que combinaron en su tratamiento ambos microorganismos mostraron un
menor peso seco de la parte aérea (13,42 £+ 1,78 g) que el resto (Tabla 27).
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Tabla 28 (continuacidn). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate
cv. Josefina-M. incognita.

Peso fresco Peso fresco

Tratamientos de la raiz, afio 1 (g)" de la raiz, afio 2 (g)"

200 25,53 + 4,43 a |24,58 1 5,87 a
100 23,48 , 10,47 a |25,00 , 3,43 a
MoD 22,18 . 7,61 a |25,08 4 4,89 a
oTo 18,10 4 10,31 a [20,53 4 4,13 a
170 20,07 . 5,05 a |20,30 4 4,29 a
T 35,58 4 21,09 a |25,95 , 4,13 a
ooN 31,48 + 2,23 a |26,23 + 7,09 a
1oN 31,43 4 15,74 a |19,73 . 6,89 a
MEN 22,43 4 9,44 a |14,18 , 5,32 a
oTN 12,45 . 5,36 a [17,40 4 8,37 a
ITN 28,26 4 13,42 a |19,43 4 5,99 a
MTN 36,35 4 24,03 a |31,58 4 4,84 a

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).

Tabla 29. Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Josefina-M.
incognita (continda).

Peso fresco

Tratamientos  NuUmero de flores NuUmero de frutos de los frutos (g)

00} 11,13 + 2,64 a|2,50 + 0,71 a|16,26 + 4,31 a
100 14,50 + 2,60 (1,88 + 0,79 (11,16 + 4,58 g
M@J 11,75 + 2,58 (2,50 + 1,00 (13,80 + 5,14 4
oTD 9,57 + 2,28 (1,43 + 0,37 a| 8,67 + 2,43 a
1TQ 10,43 + 1,27 a|l1,71 + 0,47 a| 9,79 + 3,18 g
MTQ 13,13 + 3,14 4|1,50 + 0,63 a| 9,73 + 3,96 g
PON 14,13 + 3,34 a|2,00 + 0,50 a|11,05 + 2,76 a
19N 14,00 + 2,72 4|1,63 + 0,65 | 9,00 + 3,84 g
M@N 8,25 + 1,81 (1,38 + 0,73 a| 6,20 + 3,23 g
@TN 9,50 + 2,82 (1,38 + 0,53 4| 7,46 + 2,85 g
ITN 9,75 + 2,85 (1,75 + 0,45 4|10,08 + 2,79 a
MTN 13,38 + 3,44 42,00 + 0,82 | 9,10 + 3,79 a

Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x
dos afios).

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).
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Tabla 29 (continuacion). Valores de productividad vegetal en el
ensayo para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el
patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.

Contenido en clorofila | Temperatura de la

RTINS (unidades SPAD) cubierta vegetal (°C)

200 33,41 + 1,53 c|25,21 + 0,32 a
100 36,20 + 1,95 abc|27,90 + 1,15 g
MaD 42,68 + 3,00 5 |26,35 + 0,32 g
T 33,24 + 1,96 ¢|26,91 + 1,49 3
170 34,93 + 2,29 pc|23,26 £ 0,97 g
MTQ 31,61 + 2,47 ¢|23,58 + 1,36 a
20N 33,21 + 2,56 c|24,56 £ 1,10 a
1ON 37,34 + 2,43 abc|27,55 + 0,81 a
M&N 38,26 + 2,66 abc|26,10 = 1,02 g
@TN 37,19 + 3,02 abc|28,31 + 0,77 a
ITN 34,04 + 2,55 ¢|26,05 + 1,37 g
MTN 41,55 + 2,64 apb |25,33 + 0,90 g

Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afos).

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

El estudio de la triple interaccion (NEM x AMF x TRI) nos indica que, las plantas
con valores de contenido de clorofila mas elevados fueron aquellas Unicamente
micorrizadas por G. mosseae [M@J] o las infestadas e inoculadas con G. mosseae y T.
harzianum [MTN], siendo significativamente diferentes de las plantas sanas control [F@3],
sanas inoculadas con T. harzianum [@Td], sanas dualmente inoculadas con G. mosseae y
hongo oportunista [MT@], control infestadas [DDN] e infestadas micorrizadas por G.
intraradices e inoculadas con T. harzianum [ITN] (Tabla 29).

En la variable temperatura de la cubierta, no influyé ninguno de los factores por si
mismaos, sin embargo, el andlisis de la combinacion (NEM x TRI) nos indic6 que, aquellas
plantas no infestadas e inoculadas con T. harzianum mostraron la menor temperatura de la
cubierta (24,54 = 0,80°C), aunque sin diferencias significativas con el resto de
combinaciones. Por otra parte, el analisis de la combinacion (AMF x TRI) mostrd que las
plantas micorrizadas por G. mosseae e inoculadas con T. harzianum mostraron menor
temperatura de la cubierta (24,45 £ 0,82°C), siendo diferente significativamente de las
micorrizadas por G. intraradices en ausencia del hongo oportunista (27,73 = 0,68°C). Los

tratamientos con menores temperaturas de la cubierta vegetal fueron los que agruparon la
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micorrizacion y la inoculacion con T. harzianum en ausencia de M. incognita [ITQ] y
[MTJ] (Tabla 29).

Tabla 30. Valores medios de variables relacionadas con la micorrizacion en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Josefina-M.
incognita.

Intensidad de
Frecuencia de Intensidad de colonizacion

UL B micorrizacion (F%) micorrizacién (M%) media por fragmento

(M%)

100 94,58 + 1,25 a |23,92 + 1,55 a 25,20 + 1,45 a
D 82,08 + 2,27 abc|17.41 + 1,08 apc| 21,16 + 1,05 g
170 94,76 + 1,23 5 |24,48 + 2,07 ab | 25,72 + 1,93 g
MT@ 70,84 + 3,44 ¢|15,43 + 1,25 apc| 21,77 + 1,34 g
12N 76,25 + 2,22 bc|15,65 + 1,54 abc| 20,29 + 1,64 a
MEN 72,08 + 3,88 |14,66 + 1,59 pc| 20,08 + 1,48 4
ITN 68,75 + 3,21 ¢|12,68 + 1,74 | 18,28 + 2,28 g4
MTN 91,67 + 1,41 ab |18,73 + 1,26 apc| 20,37 + 1,20 g

Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segdn el test
KW (p < 0,05).

La frecuencia de micorrizacion (F%) fue mayor en las plantas no infestadas por M.
incognita (85,27 + 2,12), que en las plantas infestadas (77,19 + 2,07) (Tablas 27 y 30). La
micorrizacién no tuvo efecto por si misma, sin embargo, se observé que analizando la
combinacion (NEM x AMF) las plantas no infestadas micorrizadas por G. intraradices
mostraron mayor frecuencia de micorrizacion (94,67 + 0,85) que el resto (Tablas 27 y 30).
Los tratamientos que presentaron mayor F% fueron los que incluyeron Unicamente
micorrizacion por G. intraradices [IFD] o la combinacién de este hongo arbuscular y el
oportunista [IT@], con diferencias significativas en comparacion con los tratamientos que
agruparon G. mosseae y T. harzianum sin nematodo [MTd], Glomus spp. y M. Incognita
[I1DN]o [M@N]y G. intraradices, T. harzianum y M. incognita [ITN] (Tabla 30).

La intensidad de micorrizacion (M%) fue mayor en plantas no infestadas (20,18 +
1,01), que en plantas infestadas por nematodos (15,43 + 0,83) (Tablas 27 y 30). Tal y como
ocurriera para la variable anteriormente estudiada, la micorrizacion por si misma no mostré
efecto sobre M%, sin embargo, en el andlisis de la combinacion (NEM x AMF)
nuevamente se observé que, las plantas no infestadas micorrizadas por G. intraradices
mostraron mayor intensidad de micorrizacion (24,18 + 1,23) que el resto (Tablas 27 y 30).
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El tratamiento [1DJ] presentd el mayor valor de M% y los tratamientos [M@N] y [ITN]
los valores minimos de M%, mostrando diferencias significativas (Tabla 30).

En concordancia con las dos variables previas de micorrizacion, también la
intensidad media de micorrizacién por fragmento (m%) fue mayor en plantas no infestadas
(23,39 = 0,78), que en plantas infestadas por nematodos (19,76 + 0,82) (Tablas 27 y 30).
Tampoco en esta variable tuvieron efecto la micorrizacion y la inoculacion con T.
harzianum por si mismas, no obstante, el analisis de la combinacion (NEM x AMF) mostro
que las plantas no infestadas micorrizadas por G. intraradices presentaron mayor intensidad
media de micorrizacién por fragmento (25,44 + 1,15), comparadas con las infestadas que
fueron micorrizadas tanto por G. intraradices como por G. mosseae (19,29 + 1,38 y 20,23 =
0,92 respectivamente) (Tablas 27 y 30). Por su parte, el analisis de la combinacion (NEM x
TRI) mostré que, las plantas no infestadas e inoculadas con T. harzianum presentaron
mayor m% (23,61 = 1,23) que el resto, aunque sin diferencias significativas entre ellas. Los
tratamientos [1@d] y [ITA] mostraron los maximos valores para m% Yy el tratamiento
[ITN] el minimo valor para m% (Tabla 30).

Figura 33. Valores medios de los indices de agallas en el ensayo para el estudio de la interaccion
AMEF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun el test LSD (p < 0,05).
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La micorrizacién con G. intraradices 0 G. mosseae redujo el indice de agallas (3,16 +
0,33y 3,16 + 0,26 respectivamente), en comparacion a las plantas no micorrizadas (4,25 +
0,30) (Tabla 27 y Figura 33). La inoculacién con T. harzianum también redujo el indice de
agallas (3,06 + 0,25), respecto a la ausencia de este hongo (3,98 + 0,24) (Tabla 27 y Figura
33). Todos los tratamientos redujeron el indice de agallas en relacion al control [G@N],
pero los mas efectivos fueron aquellos Unicamente micorrizados [ION]y [M@N], y los que
ademas del hongo arbuscular incluyeron al hongo oportunista [ITN] y [MTN]. Aunque la
combinacién de ambos hongos alcanz6 mayor efectividad respecto a la utilizacion simple

de la micorrizacion, tales diferencias no llegaron a ser significativas (Figura 33).

Figura 34. Valores medios de la densidad final de nematodos por maceta en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Josefina-M.
incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin el test LSD (p < 0,05).

El nimero de neméatodos por maceta se redujo en todos los tratamientos con
respecto al control [@DN] (Taba 27 y Figura 34).
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Figura 35. Valores medios del nimero de hembras de M. incognita por maceta en el ensayo
para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv. Josefina-
M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin el test LSD (p < 0,05).

Los tratamientos con AMFs y sin Trichoderma [I@N] y [M@N], el que
exclusivamente recibié Trichoderma [@TN] y el que combiné G. mosseae y Trichoderma
[MTN] redujeron el nimero de hembras por maceta, respecto al control [F@N] (Figura
35).
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Figura 36. Valores medios de eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos en el
ensayo para el estudio de la interaccion AMF-T. harzianum en el patosistema Tomate cv.
Josefina-M. incognita.
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Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segin el test LSD (p < 0,05).

Ni la micorrizacion ni la inoculacion con T. harzianum mostraron efecto por si
mismas sobre la eficacia Abbott, sin embargo, en la interaccion (AMF x TRI) se observo
que las plantas no micorrizadas e inoculadas con T. harzianum [@TN], las micorrizadas
pero no inoculadas por el hongo oportunista [IJN] o [M@N] y las dualmente inoculadas
con G. mosseae y T. harzianum [MTN] mostraron las mayores eficacias Abbott en la
reduccién de las densidades de nematodos (Figura 36).
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2.3. ENSAYO 3. EFECTOS DE LA MICORRIZACION Y APLICACION
AL SUELO DE EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES
ESENCIALES SOBRE EL PATOSISTEMA TOMATE-M.
INCOGNITA

Se investigaron los efectos producidos por la inoculacion simple y combinada de
microorganismos bioprotectores (Glomus intraradices o G. mosseae) y los extractos
vegetales y aceites esenciales (Allium sativum, Azadirachta indica, Quassia amara y Thymus
zygis), sobre distintas variables de crecimiento y produccion vegetal, micorrizacion,
severidad de la enfermedad causada por M. incognita y reproduccion del nematodo, en
tomate cv. Durinta y cv. Josefina.

2.3.1. ENSAYOS EN TOMATE CV. DURINTA

En la tabla 31 se muestra la significacion estadistica para los efectos de los factores
ensayados y sus interacciones sobre las distintas variables de crecimiento y productividad

vegetal, micorrizacion y reproduccién del neméatodo:

e infestacion por nematodos (NEM)
e micorrizacion (AMF)

e aplicacion de extractos vegetales y aceites esenciales (ACE)

Las siguientes tablas y figuras muestran los resultados obtenidos para las distintas
variables de crecimiento (Tabla 32) y productividad vegetal (Tabla 33), micorrizacién (Tabla
34) y reproduccién de nematodos (Figuras 37-40), para cada uno de los tratamientos

ensayados.
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Tabla 31. Significacion estadistica del ANOVA multifactorial o los test de Kruskal-Wallis en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y
aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

NEM AMF ACE NEMxAMF NEMxACE AMFxACE NEM xAMF xACE

Longitud parte aérea (cm) afio 10kw ns ns 0,0491 ns ns ns ns
Longitud parte aérea (cm) afio 2°AV ns ns ns ns * ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 1°AV ns 0,0252 ns ns * ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 2°KW ns 0,0077 ns ns ns 0,0288 ns
Peso seco parte aérea (g) afio 1°AV ns 0,0301 ns ns * ns ns
Peso seco parte aérea (g) afio 2° AV ns ns ns ns * ns ns
Peso fresco raices (g) afio 1°AV ns ns ns 0,0144 * ns ns
Peso fresco raices (g) afio 2°AV ns ns ns ns * ns ns
Numero de floresAv ns ns ns ns * ns ns
Nudmero de frutos afio 1° KW ns ns ns ns ns ns ns
Nudmero de frutos afio 2° AV ns ns ns ns * ns ns
Peso fresco de frutos (g) afio 1°AV ns ns ns ns * ns ns
Peso fresco de frutos (g) afio 2°AV ns ns ns ns * ns ns
Contenido en clorofila(RLCC-SPAD)AY ns ns ns ns * ns ns
Temperatura de la cubierta vegetal (°C)kw 0,0050 ns 0,0000 0,0185 0,0000 0,0000 0,0000
Frecuencia de micorrizacion, F%Xw 0,0016 0,0015 0,0129 0,0002 0,0001 0,0000 0,0000
Intensidad de micorrizacion, M%AY 0,0028 0,0079 ns ns * ns 0,0032
Intensidad de micorrizacion media por fragmento, m% Kw 0,0137 ns ns ns ns ns ns
indice de agallas AV - 0,0090 ns - - ns -
Numero de J2 + huevos por maceta AV - ns 0,0318 - - ns -
Numero de hembras de Meloidogyne por maceta AV - ns 0,0139 - - 0,0410 -
Eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos por macetaAv - ns 0,0144 - - ns -

Tratamientos analizados por ANOVA AV g Kruskal-Wallis KW, ns. Nivel de significacion p> 0,05, no significativo. * Interaccion no permitida en el modelo estadistico.
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Tabla 32. Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el patosistema

Tomate cv. Durinta-M. incognita (continda).

Tratamientos

Longitud

parte aérea, afio 1 (cm)*

parte aérea, afio 2 (cm)*

Longitud

[4]00] 61,25 + 9,23 a 64,00 + 4,07 abcd
100 53,00 + 5,70 a 70,70 + 7,06 abc
M@D 69,38 + 3,34 a 62,25 + 5,73 bcd
@ON 77,00 + 3,75 a 55,38 + 8,07 d
19N 63,00 + 9,03 g 72,25 + 3,25 ap
M@N 56,00 + 5,09 ga 68,13 + 3,92 abc
@AN 70,63 + 7,28 a 62,75 + 3,23 bcd
1AN 65,88 + 9,86 a 62,88 + 5,84 Dpcd
MAN 81,88 + 2,42 a 66,63 + 1,95 abcd
@NN 59,88 + 10,47 a 59,25 + 3,00 cd
INN 53,75 + 15,26 a 75,63 + 3,54 g
MNN 68,25 + 6,18 g 65,63 + 2,99 abcd
@ON 73,38 + 3,98 a 64,00 + 4,34 abcd
1QN 67,50 + 3,01 g 61,88 + 4,83 bcd
MQN 67,00 + 4,87 a 58,88 + 3,45 cd
@ToN 75,00 + 2,68 g 59,63 + 3,73 cd
1ToN 76,33 + 7,42 g 72,25 + 1,01 ap
MToN 74,25 + 4,09 g 60,25 + 3,65 bcd

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren

significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

Durante el primer afio del ensayo, la longitud de la parte aérea fue maxima en las

plantas donde se aplicé aceite esencial de T. zygis o extracto de A. sativum (75,09 + 2,38

cm o 72,79 + 4,28 cm respectivamente), en comparacion con el resto (Tabla 31).

En el segundo afio de ensayo, las plantas infestadas por nematodos, sin micorrizar y

en suelos sin ninguna aplicacion de extracto vegetal o aceite esencial [F@N] mostraron la

menor longitud de la parte aérea, siendo significativamente menor que aquellas infestadas

en suelos donde no se aplicaron extractos vegetales pero fueron micorrizadas [IGN] y

[M@N], y las micorrizadas por G. intraradices en suelos con A. indica [INN] o T. zygis

[IToN] (Tabla 32).
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Tabla 32 (continuacion). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el estudio
de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el patosistema
Tomate cv. Durinta-M. incognita (continda).

Peso fresco Peso fresco

Tratamientos parte aérea, afio 1 (g)* parte aérea,afio2 (g)*

[0]4} 75,43 + 21,14 abcd 76,03 + 8,24 a
100 29,08 + 6,57 d 93,43 + 18,89 a
M@D 110,35 + 19,89 ap 78,05 + 10,48 a
@ON 121,67 + 24,91 a 60,95 + 9,93 a
19N 56,40 + 18,77 pcd 98,80 + 11,59 g
M@N 70,15 + 16,88 abcd 90,23 + 6,13 ga
@AN 68,83 + 12,94 abcd 62,48 + 2,58 a
1AN 90,78 + 28,82 abc 91,83 + 15,28 a
MAN 105,83 + 12,42 ap 84,55 + 6,05 g
@NN 72,33 + 23,49 abcd 74,48 + 8,31 g
INN 43,65 + 16,81 cd 99,98 + 6,73 a
MNN 59,13 + 11,64 pcd 82,88 + 7,31 g
@ON 84,38 + 12,09 abcd 101,10 + 13,21 35
1QN 80,43 + 17,85 abcd 75,05 + 7,60 g
MQN 101,75 + 18,90 ab 63,95 + 7,30 a
@ToN 111,70 + 18,77 ab 65,15 + 7,55 a
1ToN 94,10 + 45,68 abc 99,58 + 9,41 3
MToN 122,10 + 24,96 g 66,10 + 10,96 a

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos
afios) o bien * como media =+ error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).

El peso fresco de la parte aérea, durante el primer afio de ensayo, fue mayor en las
plantas micorrizadas por G. mosseae (94,88 + 8,03 g), frente a las no micorrizadas (87,64 +
8,01 g) o las micorrizadas por G. intraradices (64,50 + 9,73 g) (Tabla 31). De todos los
tratamientos el no infestado, micorrizado por G. intraradices y en suelos sin fitoquimicos fue
el que mostré menor peso fresco de la parte aérea [IJD], significativamente menor que el
infestado sin micorrizar ni tratar con extractos o aceites esenciales [J@N] o que el
infestado, micorrizado por G. mosseae y tratado con extracto de T. zygis [MToN] (Tabla 32).

En contraste, en el segundo afio de ensayo, el peso fresco de la parte aérea fue mayor
en las plantas micorrizadas por G. intraradices (93,11 + 4,81 g), en comparacion con las
plantas que no recibieron indculo de AMF (73,36 + 4,29 g). Ademas, el estudio de la
combinacion (AMF x ACE) exhibi6 valores més elevados de peso fresco de la parte aérea
en plantas no micorrizadas que recibieron extracto de Q. amara (101,10 + 13,21 g), las
micorrizadas por G. intraradices con aplicacion de aceite de A. indica (99,98 + 6,73 g) 0 G.
intraradices con aplicacion de aceite de T. zygis (99,58 + 9,41 g) (Tabla 31).
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Tabla 32. (continuacion) Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el
patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita (continda).

Peso seco Peso seco

Tratamientos parte aérea, afio 1 (g)*  parte aérea, afio 2 (g)*

ln]0] 15,55 + 4,66 abc 13,65 + 2,80 abc
100 6,35 + 1,54 c 18,50 + 4,49 ap
MPP 25,00 + 5,72 ap 14,05 + 2,97 abc
@oN 29,63 + 6,12 a 10,25 + 3,11 C
19N 12,30 + 5,01 pc 20,80 + 1,61 g
M@ZN 15,43 + 4,20 abc 17,10 = 0,77 abc
@AN 13,55 + 2,67 Dbc 12,88 + 1,74 Dpc
1AN 24,08 + 8,91 ab 16,15 + 3,66 abc
MAN 22,55 + 2,47 ab 14,53 + 1,06 abc
@NN 15,35 + 5,00 abc 14,03 + 1,33 abc
INN 8,15 + 3,61 c 18,40 + 2,80 ap
MNN 13,55 + 3,33 pc 16,68 + 2,38 abc
@ON 19,05 + 3,21 abc 12,95 + 2,70 pc
1QN 16,45 + 3,70 abc 14,45 + 1,48 abc
MQN 19,78 + 4,59 abc 9,98 + 2,40 c
@ToN 25,53 + 4,90 ab 10,30 + 1,74 c
1ToN 17,90 + 8,86 abc 20,05 + 1,87 ab
MToN 27,80 + 5,44 3 12,90 + 3,57 pc

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

En cuanto al peso seco de la parte aérea, en el primer afio del ensayo, fue
significativamente mayor tan solo en las plantas micorrizadas por G. mosseae (20,68 + 1,92
g), en relacion al resto (Tabla 31). En el anélisis de la triple combinacion (NEM x AMF x
ACE) se observo que, durante el primer afio del ensayo, los valores maximos de peso seco
de la parte aérea correspondieron a los tratamientos control infestado sin micorrizar y sin
fitoquimicos [GDN] e infestado, micorrizado por G. mosseae y con aceite esencial de T.
zygis [MToN]. Por el contrario, durante el segundo afio de ensayos, el tratamiento control
infestado sin micorrizar y sin fitoquimicos [@@N] proporcion6 uno de los valores minimos
de peso seco de la parte aérea (Tabla 32).
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Tabla 32. (continuacion) Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales
en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

. Peso fresco Peso fresco
RTINS de laraiz, afio 1 (g)* de la raiz, afo 2(g)*
uln]u] 21,63 + 7,26 cd |15,53 + 2,46 c
100 14,63 + 4,33 d (23,85 + 7,31 abc
V@@ 41,55 + 5,46 abc 23,00 + 4,85 abc
22N 55,27 + 10,76 a 16,08 + 2,36 c
19N 14,78 + 6,47 d 119,80 + 6,71 abc
M@N 16,78 + 5,69 cd 123,33 + 3,32 abc
@AN 21,20 + 4,40 cd 12,63 + 3,86 c
1AN 28,78 + 9,53 abcd |[32,43 + 6,32 3
MAN 35,83 + 5,38 abcd [22,53 + 3,67 abc
@NN 27,60 + 15,65 abcd [19,45 + 3,30 abc
INN 13,48 + 8,44 d (24,55 + 5,39 abc
MNN 26,88 + 11,91 pcd (21,30 + 4,71 apc
@ON 35,80 + 6,50 abcd |18,25 + 4,77 Dbc
1QN 31,78 + 9,31 abcd [20,13 + 2,92 abc
MQN 42,08 + 12,28 abc 21,05 + 6,18 abc
@ToN 52,35 + 13,95 ab 12,63 + 3,46 c
1ToN 33,70 + 17,17 abcd |31,60 + 6,19 ab
MToN 27,48 + 5,56 abcd |15,08 + 5,13 c

I+

Datos expresados como media error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).

En el andlisis de la triple combinacion (NEM x AMF x ACE) se observo que,
durante el primer afio del ensayo, los valores maximos de peso fresco de la raiz
correspondieron al tratamiento control infestado sin micorrizar y sin fitoquimicos [G@N].
Por el contrario, durante el segundo afio de ensayos, el tratamiento control infestado sin
micorrizar y sin fitoquimicos [@@N] proporciond uno de los valores minimos de peso
fresco de la raiz (Tabla 32).
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Tabla 33. Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el patosistema
Tomate cv. Durinta-M. incognita (continda).

Tratamientos

Numero de flores

Numero de frutos,

afno 1 (g)*

Numero de frutos,
ano2 (g)*

200 4,38 + 1,29 c|3,00 £ 1,29 a|1,25 + 0,48 bc
100 5,50 + 1,21 pc|0,50 + 0,50 a|2,50 + 1,19 abc
M@ 6,25 + 1,22 ghc|2,50 + 1,04 51,00 + 0,41 pc
29N 7,14 + 1,14 abc|3,33 + 0,33 a|0,75 £ 0,75 c
19N 7,00 + 1,39 abc|1,00 + 1,00 a|3,25 + 0,48 a

M@N 5,75 + 1,22 pc|1,50 + 0,87 a|1,25 + 0,63 bc
BAN 6,00 + 0,50 abc|1,25 + 0,95 a|l1l,75 + 0,25 abc
1AN 7,25 + 1,58 abc|2,50 + 0,87 a|2,00 + 0,91 abc
MAN 9,63 + 1,92 g 2,00 + 0,91 42,25 + 0,25 abc
BNN 6,00 + 1,17 abc|0,25 + 0,25 a|2,00 + 0,82 abc
INN 5,88 + 1,52 pc|1,00 + 0,71 (2,75 + 0,25 ap
MNN 6,38 + 1,43 abc|0,75 + 0,48 45(2,75 + 1,03 ab
@ON 6,88 + 1,41 abc|1,75 + 1,18 51,00 + 0,58 bc
1QN 7,38 + 1,16 abc|1,75 + 0,48 a|2,25 + 0,85 abc
MQN 5,7 + 1,51 pc|l,75 + 0,75 a|0,75 + 0,48 c
@ToN 7,25 + 0,92 abc|2,00 + 0,71 a|l1l,75 + 0,48 abc
1ToN 9,14 + 1,10 ab |1,33 + 1,33 a|l1l,75 + 0,48 abc
MToN 7,50 + 1,17 abc|1,75 + 0,48 a|1l,25 + 0,48 Dpc

Datos expresados como media =+
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

error estandar de ocho réplicas (cuatro

El menor nimero de flores se observd en el tratamiento control sin infestar sin

micorrizar y sin tratar [P@D], y Unicamente los tratamientos [MAN] e [IToN]

consiguieron incrementar significativamente este nimero de flores (Tabla 33).

En cuanto al nimero de frutos, durante el segundo afio del ensayo, disminuyd

significativamente en las plantas control infestadas por nematodos [G@N], pero sélo los

tratamientos conjuntos de micorrizacién y aceite de neem [INN] y [MNN] y de

micorrizacion por G. intraradices sin fitoquimicos pero con nematodo [IDN] consiguieron

compensar este efecto (Tabla 33).
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Tabla 33 (continuacion) Valores de productividad vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en
el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita (continta).

Peso fresco Peso fresco

Tratamientos de los frutos, afio 1 (g)*  de los frutos, afio 2 (g)*

200 46,65 + 16,13 a 13,70 = 6,28 abcd
100 4,03 + 4,03 pc 24,63 +* 14,13 abcd
M@D 34,60 + 18,58 ab 12,00 = 7,45 abcd
PN 30,70 + 8,42 abc 5,63 * 5,63 d
19N 11,15 + 11,15 pc 30,13 + 4,81 ap

M@N 27,63 + 16,39 apbc 16,40 + 8,37 abcd
@AN 18,40 + 12,26 apc 18,70 + 6,71 abcd
1AN 26,90 + 12,69 abc 20,15 + 7,59 abcd
MAN 30,50 + 14,84 abc 23,48 + 7,39 abcd
@NN 0,75 + 0,75 c 16,40 + 7,52 abcd
INN 12,30 + 8,70 Dpc 27,58 + 6,59 abc
MNN 8,73 + 5,91 pc 31,60 + 12,14 3

PON 17,88 + 10,40 abc 7,73 + 4,55 cd
10N 24,98 + 9,31 apc 20,25 £ 8,74 abcd
MQN 27,95 + 15,25 apc 9,50 * 8,22 pcd
@ToN 24,88 + 10,03 abc 20,05 + 6,19 abcd
1ToN 10,53 + 10,53 pc 21,38 £ 2,05 abcd
MToN 19,00 + 5,88 abc 14,88 * 5,27 abcd

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

Durante el segundo afio del ensayo, la infestacion por nematodos en plantas sin
micorrizar y suelos sin tratar [J@N] redujo significativamente el peso de los frutos, en
comparacion con los tratamientos [ION] y [MNN] (Tabla 33).
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Tabla 33 (continuacion) Valores de productividad vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y Aceites esenciales en
el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.

Contenido en clorofila Temperatura

UL B (unidades SPAD) de la cubierta vegetal (°C)

[0]4} 38,00 + 2,88 a 24,66 = 1,02 d
100 38,45 + 2,97 a 27,74 + 1,24 Dpcd
M@D 39,51 + 3,31 a 29,10 + 1,39 abcd
@oN 36,83 + 3,28 a 23,70 = 1,71 d
19N 37,39 + 2,99 g 24,86 + 0,87 d
M@N 36,98 + 2,12 3 26,23 + 1,55 cd
@AN 39,75 + 2,86 a 33,95 + 0,68 ab

1AN 42,71 + 3,11 g 35,05 + 0,72 a

MAN 38,20 + 3,04 a 30,93 + 0,87 abcd
@NN 38,45 + 3,06 a 28,66 + 1,31 abcd
INN 42,74 + 3,78 a 29,74 + 0,62 abcd
MNN 41,05 + 4,68 g 30,41 + 0,65 abcd
QN 41,23 + 3,85 g 29,19 + 1,18 abcd
1QN 44,19 + 4,23 a 29,01 + 0,60 abcd
MQN 44,15 + 3,90 a 28,64 + 1,23 abcd
@ToN 41,58 + 4,13 a 30,50 + 0,59 abcd
1ToN 43,24 + 2,18 a 32,09 + 0,57 abc
MToN 40,35 + 2,80 a 31,68 + 1,09 abc

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

La temperatura de la cubierta vegetal fue mayor en las plantas infestadas por M.
incognita (29,67 = 0,37 °C), en comparacion con las plantas no infestadas por el nematodo
(27,17 £ 0,78 °C) (Tablas 31 y 33). Esta variable también se vio afectada por la aplicacion
del fitoquimico ya que, las plantas con menor temperatura significativa de la cubierta
vegetal fueron las que no recibieron fitoquimico en su tratamiento (26,10 % 0,58 °C), frente
a la temperatura medida en las plantas donde se aplico aceite de A. indica (29,60 + 0,53
°C), T. zygis (31,39 + 0,47 °C) o extracto de A. sativum (33,31 £ 0,56 °C) (Tablas 31 y 33).
A pesar de que la micorrizacién por si misma no influyo en la temperatura de la cubierta
vegetal, en el andlisis de la combinacién (NEM x AMF) se observé que, la temperatura fue
significativamente menor en aquellas plantas que no fueron inoculadas ni con M. incognita
ni con Glomus spp. (24,66 = 1,02 °C), en comparacion con las plantas infestadas por el
nematodo que no fueron micorrizadas (29,34 = 0,71 °C) o bien infestadas y micorrizadas
por G. mosseae (29,58 + 0,57 °C) o infestadas y micorrizadas por G. intraradices (30,10 =
0,63 °C) (Tablas 31 y 33). Paralelamente, el analisis de la combinacion (NEM x ACE)

mostré que, las plantas infestadas sin aplicacion de fitoquimicos presentaron la menor
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temperatura significativa de la cubierta vegetal (24,98 + 0,80 °C), en comparacion con las
plantas infestadas que adicionalmente recibieron la aplicacion de extracto de Q. amara
(28,95 £ 0,58 °C) o0 de aceite de A. indica (29,60 = 0,53 °C), T. zygis (31,39 £ 0,47 °C) o
extracto de A. sativum (33,31 £ 0,56 °C). Por su parte, el anélisis de la combinacion (AMF
x ACE) indicé que, cualquier tratamiento que en su composicién no llevase extracto
vegetal o aceite esencial, independientemente de la inoculacion con hongo micorricico y/o
de la especie de hongo micorricico inoculada, mostr6 menor temperatura de la cubierta
vegetal, especialmente el tratamiento sin Glomus spp. (24,21 £+ 0,94 °C), y de manera
significativa si se compara con el tratamiento que no fue micorrizado pero si se le aplico
extracto de A. sativum (33, 95 £ 0,68 °C) o el micorrizado por G. intraradices y
paralelamente con la aplicacion de extracto de A. sativum (35,05 + 0,72 °C). Los
tratamientos control sano [P@d] e infestado [DDN], y el infestado y micorrizado por G.
intraradices [IDN] mostraron las menores temperaturas de la cubierta vegetal, y los
tratamientos micorrizados por Glomus spp. con aplicacion de aceite de T. zygis e infestados
por M. incognita [IToN] y [MToN], el infestado que recibid exclusivamente aplicacion de
extracto de A. sativum [DAN] vy el infestado micorrizado por G. intraradices y con
aplicacion de extracto de A. sativum [IAN] los valores maximos de temperatura (Tabla 33).

Tabla 34. Valores medios de variables relacionadas con la micorrizacion en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el patosistema
Tomate cv. Durinta -M. incognita.

Frecuencia de Intensidad de Intensidad de colonizacion

RTINS micorrizacion (F%)  micorrizacion (M%) media por fragmento (m%)

100 89,58 + 1,33 a 25,19 + 2,49 a 28,26 £+ 2,94 a
M@@ 82,50 + 2,42 abc|19,75 + 2,61 ab 23,98 + 3,10 a
10N 68,83 + 2,18 bc|15,05 + 1,47 bc| 22,18 + 2,44 a
M@N 76,67 + 2,44 abc|17.,17 + 1,62 pc| 22,42 + 1,98 g
1AN 74,58 + 4,67 abc|15,38 + 2,87 pc| 20,16 + 3,05 g
MAN 76,25 + 2,22 abc|15,68 + 2,18 pc| 20,80 + 3,09 a
INN 87,08 + 0,98 ga 18,78 + 2,71 p 21,52 + 3,07 a
MNN 67,08 + 1,33 pc|12,31 + 1,31 c| 18,31 + 1,83 a
o]\ 88,33 + 3,39 a 18,43 + 2,60 b 20,40 + 2,19 a
MQN 84,17 + 3,26 ab [17,40 + 1,29 pc| 20,97 + 1,90 a
1ToN 83,81 + 1,13 abc|16,36 + 1,19 pc| 19,55 + 1,45 g
MToN 62,08 + 3,15 cl|12,21 + 1,07 c| 19,58 + 1,22 g

Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segiin los
test LSD o KW (p < 0,05).
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La frecuencia de micorrizacion (F%) disminuyé significativamente en presencia del
nematodo (76,80 + 1,26), en comparacion con las plantas no inoculadas con M. incognita
(86,04 + 1,62). Esta variable fue mayor cuando la micorrizacion fue por G. intraradices
(82,00 £ 1,55), frente a la obtenida por G. mosseae (74,79 = 1,51) (Tablas 31 y 34). La
aplicacion de los fitoquimicos también influyé en la frecuencia de micorrizacion mostrando
la maxima F% cuando el extracto aplicado procedié de Q. amara (86,25 + 2,34), siendo
significativa esta diferencia al compararlo con la aplicacion de aceite de T. zygis (72,22 +
3,36) (Tablas 31 y 34). Los mayores valores de F% se encontraron en los tratamientos
[194], [IQN] y [INN] que fueron significativamente mayores que los tratamientos
[I1ON],[MNN] y[MToN] (Tabla 34).

La intensidad de micorrizacion (M%) también se vio reducida en plantas infestadas
por el nematodo (15,87 + 0,63), en comparacion con aquellas no infestadas (22,47 +
1,88)(Tablas 31 y 34). Asimismo, esta variable fue mayor cuando la micorrizacion fue por
G. intraradices (18,24 + 1,04), en comparacion con G. mosseae (15,75 % 0,79) (Tablas 31 y
34). El estudio de la triple interaccion (NEM x AMF x ACE) indic6 que, el tratamiento
con el maximo valor de M% fue [IDD], siendo significativo del resto de tratamientos
excepto de [M@J]. Los minimos valores de M% corresponden a los tratamientos [MNN]
y [MToN] (Tabla 34).

En concordancia con las dos variables estudiadas anteriormente, la intensidad media
de micorrizacion por fragmento (m%) fue significativamente menor en las plantas
infestadas por M. incognita (20,60 £ 0,71) vs (26,12 = 2,14) en plantas no infestadas (Tablas
31y 34).
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Figura 37. Valores medios de los indices de agallas en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el
patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun el test LSD (p < 0,05).
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La micorrizacion por G. mosseae redujo significativamente el indice de agallas (3,41 +
0,18), en comparacion con la ausencia de micorrizacion (4,24 + 0,19). Todos los
tratamientos redujeron el indice de agallas en relacion al control [@@N], pero los més
efectivos fueron la combinacién de Glomus spp. y extracto de ajo [IAN] y [MAN], G.
mosseae combinado con aceite de A. indica [MNN], la aplicacion de Quassia amara
individualmente o en combinacion con G. mosseae [FQN] o [MQN], y la aplicacion
conjunta de G. mosseae y aceite de T. zygis [MToN], cuyos valores fueron
significativamente menores que en el tratamiento control (Tabla 31 y Figura 37).
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Figura 38. Valores medios de la densidad final de nematodos por maceta en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites

esenciales en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun el test LSD (p < 0,05).
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El nimero de neméatodos por maceta se redujo significativamente con las
aplicaciones de extracto de A. sativum (4.826 £ 765) o aceite de A. indica (4.253 £ 519), en
comparacion con las plantas sin aplicacion de extracto vegetal o aceite esencial (8.122 +
1.129). Todos los tratamientos redujeron significativamente el nimero de nematodos por
maceta respecto del control [@@N], a excepcion de [MQN] e [IToN] que redujeron la
variable aunque no de forma significativa (Tabla 31 y Figura 38).
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Figura 39. Valores medios del niimero de hembras de M. incognita por maceta en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y
Aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun el test LSD (p < 0,05).
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El nimero de hembras por maceta disminuyad significativamente en las plantas donde
se aplico extracto de A. sativum (363 + 58) o aceite de A. indica (335 £ 50), respecto del
tratamiento sin extracto vegetal o aceite esencial (620 + 81). La micorrizacion por si misma
no influy6 en el nimero de hembras, sin embargo, la interaccion (AMF x ACE) mostré
que, todas las posibles combinaciones redujeron significativamente el nimero de hembras
por maceta, exceptuando la combinacion de G. intraradices y aceite de T. zygis [IToN] o G.
mosseae Yy extracto de Q. amara [MQN] que redujeron la variable pero no
significativamente, respecto del control no micorrizado sin aplicacion de fitoquimicos
[FDN] (Tabla 31y Figura 39).
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Figura 40. Valores medios de eficacia Abbott en la reduccion del nimero de neméatodos en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos
vegetales y Aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Durinta-M. incognita.
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Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun el test LSD (p < 0,05).
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En cuanto al indice de eficacia Abbott para la reduccién de las densidades de
nematodos, la aplicacion de aceite de A. indica se mostré efectiva (79,13 + 2,57), frente a
las plantas que recibieron extracto de Q. amara (66,29 + 4,83) o que no recibieron extracto
vegetal ni aceite esencial (60,33 = 5,20). El tratamiento mas efectivo fue el que recibié
Unicamente aceite de A. indica [@NN], aunque tan solo significativamente diferente en
comparacion con el control [@@N], la combinacion de G. mosseae y extracto de Q. amara
[MQNT] y con el tratamiento que auné G. intraradices y aceite de T. zygis [IToN] (Tabla 31
y Figura 40).

2.3.2. ENSAYOS EN TOMATE CV. JOSEFINA
En la tabla 35 se muestra la significacion estadistica para los efectos de los factores
ensayados y sus interacciones sobre las distintas variables de crecimiento y productividad

vegetal, micorrizacion y reproduccién del neméatodo:

e infestacion por nematodos (NEM)

e micorrizacion (AMF)
e aplicacion de extractos vegetales y aceites esenciales (ACE)

Las siguientes tablas y figuras muestran los resultados obtenidos para las distintas
variables de crecimiento (Tabla 36) y productividad vegetal (Tabla 37), micorrizacion (Tabla
38) y reproduccién de nematodos (Figuras 41-44), para cada uno de los tratamientos
ensayados.
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Tabla 35. Significacidn estadistica del ANOVA multifactorial o los test de Kruskal-Wallis en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y
aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.

NEM AMF ACE NEMxAMF NEM xACE AMF xACE NEM xAMF xACE

Longitud parte aérea (cm)Av ns ns ns ns * ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 1°Kw ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco parte aérea (g) afio 2°AV ns ns ns ns * ns ns
Peso seco parte aérea (g) afio 1°AV ns ns ns ns * ns ns
Peso seco parte aérea (g) afio 2° KW ns ns ns ns ns ns ns
Peso fresco raices (g) afio 1°AV ns ns ns ns * ns ns
Peso fresco raices (g) afio 2°AV ns ns ns ns * ns ns
Nudmero de flores AV ns ns ns ns * ns ns
Numero de frutos AV ns ns ns ns * ns ns
Peso fresco de frutos AV ns ns ns ns * ns ns
Contenido en clorofila (RLCC-SPAD) afio 1°kW ns 0,0122 0,0087 0,0241 0,0134 0,0233 ns
Contenido en clorofila (RLCC-SPAD) afio 2°Av ns 0,0121 0,0010 ns * ns 0,0010
Temperatura de la cubierta vegetal (°C)xwW ns ns 0,0004 ns 0,0009 0,0092 0,0296
Frecuencia de micorrizacion, F% afio 1°AV 0,0000 ns 0,0007 0,0304 * 0,0019 0,0000
Frecuencia de micorrizacion, F% afio 2°AV 0,0000 ns 0,0137 0,0150 * 0,0000 0,0000
Intensidad de micorrizacion, M%AVY 0,0011 ns 0,0109 ns * ns 0,0000
Intensidad de micorrizacion media por fragmento, m% AV ns ns ns ns * ns ns
indice de agallas AV - 0,0000 0,0343 - - ns -
Numero de J2 + huevos por maceta AV - 0,0030 ns - - ns -
Numero de hembras de Meloidogyne por maceta AV - 0,0091 ns - - ns -
Eficacia Abbott en la reduccion del nimero de nematodos por maceta KW - 0,0004 ns - - 0,0326 -

Tratamientos analizados por ANOVA AV g Kruskal-Wallis KW, ns. Nivel de significacion p> 0,05, no significativo. * Interaccion no permitida en el modelo estadistico.
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Tabla 36. Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el patosistema Tomate
cv. Josefina-M. incognita (continta).

Longitud Peso fresco Peso fresco

UL B parte aérea (cm) parte aérea, afio 1(g)* parte aérea, afio 2 (g)*

200 84,81 + 3,63 ab | 69,05 + 11,12 a| 90,03 + 11,38 a
100 74,88 + 6,76 abc| 86,33 + 36,17 a|89.83 + 3,23 a
MO 81,94 + 6,84 abcl| 68,35 + 26,21 397,50 + 7,41 g
20N 82,44 + 4,70 abc| 70,80 + 8,02 a|98,60 + 16,11 a
1oN 72,94 + 5,02 abc| 79,45 + 26,94 a|82,95 + 14,19 a
MEN 70,50 + 7,47 bc| 89,45 + 24,90 a|52,78 + 12,18 a
@AN 88,93 + 5,16 a | 97,70 + 35,79 a| 92,20 + 12,09 ga
1AN 88,00 + 7,63 ab |106,72 + 5,72 a|69,75 + 8,15 g
MAN 86,38 + 3,47 ab |101,63 + 26,90 586,35 + 12,54 g
@NN 79,88 + 4,60 abc| 66,58 + 24,80 a|91,63 + 9,43 g
INN 66,67 + 6,61 | 25,27 + 5,88 a|71,47 + 20,60 a
VNN 87,29 + 4,51 ab | 76,23 + 12,48 588,40 + 2,25 a
@ON 78,64 + 5,11 abc| 64,15 + 28,50 582,80 + 10,83 g4
QN 65,79 + 8,23 | 54,95 + 5,37 a|43,03 + 15,01 g
MQN 81,81 + 7,55 abc| 54,75 + 17,06 a| 94,63 + 12,16 a
@ToN 74,43 + 9,00 abcl| 73.93 + 5,55 a|72,00 + 30,08 a
1 ToN 81,58 + 5,46 abc| 82.48 + 30,26 a|87.80 + 0,30 a
MTON 80,31 + 4,34 abc|128,88 + 48,14 a|84,20 + 12,46 a

Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos
afios) o bien * como media * error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).

El valor maximo de la longitud de la parte aérea se observd en el tratamiento
infestado por nematodos sin micorrizar y en suelo tratado con extracto de ajo [JAN], pero
este solo fue significativamente mayor en comparacion con el tratamiento infestado por
nematodos micorrizado por G. mosseae y sin tratamiento fitoquimico [M@N], el infestado
micorrizado por G. intraradices y tratado con extracto de Q. amara [IQN] y el micorrizado
por G. intraradices tratado con aceite de neem e infestado [INN] (Tabla 36).
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Tabla 36 (continuacion). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para el
estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el
patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita (continda).

Peso seco Peso seco

Tratamientos

parte aérea, afio 1 (g) parte aérea, afio 2 (g)*

[0]4} 16,35 + 2,09 ab 18,48 + 1,21 a
100 17,93 + 8,42 ab 18,13 + 2,41 g
M@P 15,88 + 6,27 ap 21,95 + 2,75 a
@oN 13,45 + 3,94 ab 28,48 + 8,73 a
10N 15,33 + 4,61 ab 15,68 + 3,98 ga
M@N 22,63 + 9,06 ab 8,13 + 1,59 ga
@AN 24,38 + 9,51 a 15,93 + 4,49 g
1AN 26,05 + 2,62 ga 14,20 + 10,10 g
MAN 23,15 + 3,45 ap 16,35 + 3,05 g
@NN 16,78 + 9,48 ab 16,55 + 2,16 g
INN 4,37 + 1,23 p 11,63 + 4,16 g
MNN 20,45 + 6,47 ap 23,80 + 3,36 g
@ON 13,75 + 6,96 ab 13,47 + 4,18 g
1QN 11,73 + 2,73 ab 5,30 + 1,90 ga
MQN 10,83 + 3,71 ab 15,55 + 2,40 g
@ToN 14,90 + 1,82 ab 14,10 + 7,42 g
1ToN 19,95 + 8,99 ab 21,85 + 4,15 g
MToN 29,10 + 10,64 3 17,98 + 5,54 g

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun los test LSD o KW (p < 0,05).

Durante el primer afio de ensayos, se observaron valores maximos de peso seco de la
parte aérea en los tratamientos infestados por neméatodos en suelo tratado con extracto de
ajo, sin micorrizar y micorrizado por G. intraradices [JAN] e [IAN], y en el tratamiento
infestado por nematodos en suelo tratado con aceite de T. zygis y micorrizado por G.
mosseae [MToN], los cuales fueron significativamente mayores que en el tratamiento
infestado por neméatodos, micorrizado por G. intraradices y tratado con aceite de neem
[INN] (Tabla 36).
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Tabla 36 (continuacion). Valores de crecimiento vegetal en el ensayo para
el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales
en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.

Peso fresco Peso fresco

JlELE e de la raiz, afio 1 (g)" de la raiz, afio2 (g)*

o200 25,53 + 4,43 abc |24,58 + 5,87 ab
100 23,48 + 10,47 pc |25,00 + 3,43 ap
M@J 22,18 + 7,61 bc |25,08 + 4,89 ap
@oN 31,48 + 2,23 abc |26,23 + 7,09 ab
10N 31,43 + 15,74 abc |19,73 + 6,89 ab
M@N 22,43 + 9,44 pc (14,18 + 5,32 ab
@AN 24,15 + 8,80 Dpc |25,93 + 3,67 ab
1AN 51,98 + 6,72 a 9,90 + 8,30 p
MAN 25,68 + 8,02 apbc |23,40 + 8,04 ap
@NN 14,13 + 6,75 pc [30,33 + 4,91 g
INN 8,10 + 3,59 c |18,00 + 13,12 ap
MNN 31,20 + 8,26 abc |24,93 + 3,36 ab
@ON 18,53 + 8,08 bc |27,90 + 10,05 ap
1QN 12,83 + 1,21 pc [|14,27 + 2,18 ab
MQN 40,10 + 17,46 ab 21,85 + 5,16 ab
@ToN 22,10 + 2,69 Dpc |14,23 + 6,56 ab
1ToN 18,08 + 8,43 bc 27,35 + 3,35 ab
MToN 39,28 + 19,05 ap 17,43 + 1,80 ap

I+

Datos expresados como media error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente seguin los test LSD o KW (p < 0,05).

Durante el primer afio de ensayos, se observé el valor maximo de peso fresco de la
raiz en el tratamiento infestado por nematodos en suelo tratado con extracto de ajo y
micorrizado por G. intraradices [IAN], mientras que el peso minimo se observo en el
tratamiento infestado por nematodos, micorrizado por G. intraradices y tratado con aceite
de neem [INN]. Durante el segundo afio de ensayos, el valor maximo fue para el
tratamiento infestado por neméatodos en suelo tratado con aceite de neem y sin micorrizar
[DNN], mientras que el minimo correspondi6 al tratamiento infestado por neméatodos en
suelo tratado con extracto de ajo y micorrizado por G. intraradices [IAN] (Tabla 36).
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Tabla 37. Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de la
interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el patosistema
Tomate cv. Josefina-M. incognita (continda)

Peso fresco
Tratamientos NuUmero de flores | NUmero de frutos de los frutos (g)

200 11,13 + 2,64 ab|2,50 + 0,71 a |16,26 + 4,31 a

100 14,50 + 2,60 ap|1,88 + 0,79 ap|11,16 + 4,58 apc
MO 11,75 + 2,58 ap|2,50 + 1,00 a |13,80 + 5,14 gap
2oN 14,13 * 3,34 ab|2,00 + 0,50 ab|11,05 + 2,76 abc
12N 14,00 + 2,72 ab|1,63 + 0,65 ab| 9,00 + 3,84 apc
MZN 8,25 + 1,81 p|1,38 + 0,73 ab| 6,20 + 3,23 apc
@AN 13,71 + 2,97 ap|2,00 + 0,72 apb|11,04 + 4,22 apc
1AN 10,67 + 1,73 ab|1,67 + 0,67 ab| 9,77 + 4,18 apbc
MAN 15,50 + 4,04 ap|2,75 + 0,77 a [14,75 + 4,18 ap
@NN 13,13 + 1,92 ap|1,38 + 0,53 ap|10,14 + 4,63 apc
INN 9,83 + 3,66 ab|1,00 + 0,68 ab| 5,82 + 4,24 abc
MNN 10,71 + 1,95 ap|2,14 + 0,59 ap|11,70 + 3,11 apc
GON 11,29 + 2,13 apb|1,29 + 0,75 ab| 6,89 + 3,93 abc
IQN 7,43 + 1,36 p|0,29 + 0,29 p| 0,99 + 0,99 ¢
MON 11,50 + 2,76 ab|1,13 + 0,58 ab| 6,86 + 4,14 apc
@ToN 11,57 + 3,58 ab|1,57 + 0,69 ab| 6,99 =+ 2,91 abc
1ToN 14,17 + 4,58 ab|2,50 + 0,76 a |13,50 + 3,91 ap
MTON 17,63 + 4,14 5 |1,13 + 0,52 ap| 5.44 + 2,29 pc

Datos expresados como media + error estdndar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x
dos afios) o bien * como media + error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente
segun los test LSD 0 KW (p < 0,05).

El méximo nimero de flores se observo en el tratamiento infestado por neméatodos
en suelo tratado con aceite de T. zygis y micorrizado por G. mosseae [MToN], y los minimos
en el infestado por nematodos, micorrizado por G. mosseae y sin tratamiento fitoquimico
[M@N], y en el infestado micorrizado por G. intraradices y tratado con extracto de Quassia
amara [IQN] (Tabla 37).

En cuanto al nimero de frutos, los tratamientos control sin infestar sin micorrizar y
sin tratar [@@D], sin infestar micorrizado por G. mosseae y sin tratar [M@], infestado
micorrizado por G. mosseae en suelo tratado con extracto de ajo [MAN], e infestado
micorrizado por G. intraradices en suelo tratado con aceite de T. zygis [ITON] mostraron
mayor numero de frutos que el tratamiento infestado micorrizado por G. intraradices y
tratado con extracto de Q. amara [IQN] (Tabla 37).
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El mayor peso fresco de los frutos se obtuvo en el tratamiento control sin infestar sin
micorrizar y sin tratar [@@D], significativamente mayor que el tratamiento infestado,
micorrizado por G. mosseae y tratado con aceite de T. zygis [MToN] y que el infestado
micorrizado por G. intraradices y tratado con extracto de Q. amara [IQN (Tabla 37).

Tabla 37 (continuacién) Valores de productividad vegetal en el ensayo para el estudio de
la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el patosistema Tomate cv.
Josefina-M. incognita.

Contenido en clorofila, Contenido en clorofila, Temperatura de

Tratamientos .6 1(unidades SPAD) ~ afio 2 (unidades SPAD)  la cubierta vegetal (°C)

200 30,00 £+ 0,90 a |36,83 + 1,53 bcdef| 25,21 =+ 0,32 a
100 34,78 + 3,14 o |37,63 + 2,55 Dpcdef| 27,90 + 1,15 g
M@@ 36,70 + 1,97 a4 (48,65 + 3,81 a 26,35 + 0,32 a
29N 28,33 + 1,58 a 38,10 + 3,49 bcdef| 24,56 + 1,10 a
19N 36,48 + 4,73 a (38,20 + 2,16 bcdef| 27,55 + 0,80 a
M@N 33,08 + 1,30 g (43,45 + 3,65 abc 26,10 + 1,02 ga
@AN 27,70 + 2,46 4 |33,43 + 2,13 def| 28,23 + 1,33 a
1AN 30,95 + 3,01 5 |44,60 + 1,70 abc 28,90 + 1,57 ga
MAN 29,33 + 1,16 (39,68 + 1,69 bpcde | 29,51 + 1,15 g
ONN 33,38 + 3,13 4 |34,78 + 3,60 cdef| 27,91 + 1,83 g
INN 35,53 + 1,11 45 |31,37 + 2,29 ef| 30,73 + 0,52 a
MNN 33,25 + 1,44 45 |33,07 + 4,43 def| 28,76 + 1,23 ga
@ON 28,08 + 0,99 4 |29,57 + 1,35 f| 25,96 + 1,54 3
1QN 28,78 + 1,23 (36,53 + 1,49 bcdef| 26,40 + 0,81 g
MQN 28,30 + 1,73 a|42,83 + 3,52 abc 26,16 + 1,59 ga
@ToN 26,23 + 0,94 (41,87 + 6,04 abcd 28,26 + 1,22 g
1ToN 30,78 + 2,76 a (45,25 + 0,55 ap 29,22 + 2,03 g
MToN 34,45 + 3,37 a (47,98 + 1,01 g 28,95 + 1,05 g

Datos expresados como media = error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios) o
bien * como media + error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segiin los test
LSD o KW (p < 0,05).

El contenido en clorofila, en el primer afio de ensayo, fue menor en las plantas no
micorrizadas (28,95 + 0,82), respecto de las que fueron micorrizadas por G. intraradices
(32,77 £+ 1,26) (Tablas 35 y 37). La aplicacion de extractos vegetales o aceites esenciales
también influyé sobre esta variable, de este modo, el minimo valor de contenido en
clorofila se mostr6 en el tratamiento con extracto vegetal de Q. amara (28,38 = 0,71),
siendo significativamente diferente respecto de la aplicacion de aceite de A. indica (33,92 +
1,21) (Tablas 35y 37).
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Por su parte, durante el segundo afio de ensayo, el contenido en clorofila también fue
menor en plantas no micorrizadas (35,88 + 1,43), pero respecto de las que fueron
micorrizadas por G. mosseae (43,02 = 1,55) (Tablas 35 y 37). El tratamiento con aceite
esencial de T. zygis aument6 el contenido en clorofila (45,33 + 2,03), en comparacion con
el resto de extractos vegetales o aceites esenciales pero no de forma significativa respecto
de la ausencia de extracto vegetal o aceite esencial (Tablas 35 y 37). El estudio de la triple
interaccion (NEM x AMF x ACE) mostr6 que, los tratamientos con mayor contenido en
clorofila incluyeron G. mosseae exclusivamente [M@@] o combinado con aceite esencial de
T. zygis y M. incognita [MToN], de manera significativa en comparacion con los dos
controles [BDD] y [DDN], la micorrizacion exclusiva por G. intraradices en plantas sanas
[19d]o infestadas [IDN], la aplicacién de extracto de A. sativum y M. incognita [JAN] o
en combinacion con G. mosseae [MAN], cualquiera de los tratamientos con aceite de A.
indica [INN] o[INN]Jo [MNN], la aplicacién de Q. amara y M. incognita [JQN] o en
combinacién con G. intraradices [IQN] (Tabla 37).

La temperatura de la cubierta vegetal se redujo significativamente en los tratamientos
con extracto de Q. amara (26,17 = 0,77 °C) o sin extracto vegetal ni aceite esencial (26,28 +
0,37 °C), respecto de los tratamientos donde se utiliz6 aceite de T. zygis (28,80 + 0,77 °C),
extracto de A. sativum (28,91 = 0,74 °C) o aceite de neem (29,00 + 0,83 °C) (Tablas 35y
37). La infestacion por M. incognita no intervino per se en la temperatura de la cubierta
vegetal, no obstante, en la combinacion (NEM x ACE) se observd que, las plantas
infestadas que recibieron aceite de A. indica mostraron la mayor temperatura
significativamente de la cubierta (29,00 + 0,83 °C), en comparacion con aquellas infestadas
que no recibieron extracto vegetal ni aceite esencial (26,07 + 0,60 °C) (Tablas 35y 37). La
micorrizacion por si misma tampoco mostro efecto significativo sobre la temperatura de la
cubierta vegetal, sin embargo, en el analisis de la combinacion (AMF x ACE) se
observaron diferencias significativas entre el maximo valor mostrado en plantas
micorrizadas por G. intraradices con aceite de A. indica (30,73 = 0,52) y el minimo hallado
en plantas no micorrizadas y sin aplicacion de extracto vegetal ni aceite esencial (24,89 +
0,56) (Tablas 35y 37).
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Tabla 38. Valores medios de variables relacionadas con la micorrizaciéon en el
ensayo para el estudio de la interaccion AMF-extractos vegetales y aceites
esenciales en el patosistema Tomate cv. Josefina -M. incognita (continta).

Frecuencia de micorrizacion, Frecuencia de micorrizacion,

Tratamientos afio 1 (F%)* afio 2 (F%)*

100 95,00 + 2,15 a 94,17 + 1,60 a

M@@ 77,50 + 2,85 pc 86,67 + 1,36 Dbc
10N 71,67 + 2,89 c 80,83 + 0,83 de
M@N 62,50 + 2,85 d 81,67 + 0,96 de
1AN 84,17 + 3,15 b 85,00 + 1,67 bcd
MAN 76,67 + 3,60 pc 74,17 + 1,60 f
INN 73,34 + 3,33 c 76,67 + 1,93 ef
MNN 80,00 + 1,36 bc 85,56 + 2,94 bcd
1QN 62,50 + 1,60 d 82,22 + 2,22 cd
MQN 83,34 + 5,77 b 90,00 + 1,36 ab
1ToN 83,33 + 4,30 b 73,33 + 0,00 f
MToN 85,00 + 2,15 p 90,00 + 2,36 ab

Datos expresados como media + error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios) o
bien * como media =+ error estandar de cuatro réplicas.

Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente segun el test
LSD (p < 0,05).

Durante el primer afio de ensayo, la frecuencia de micorrizacion (F%) disminuy6 en
plantas infestadas por M. incognita (76,33 * 1,62), frente a las no infestadas por el
nematodo (86,25 + 3,70) (Tablas 35y 38). También se observaron diferencias significativas
en cuanto a la utilizacién de extractos vegetales o aceites esenciales, asi, la maxima F% se
observo en plantas donde se aplico aceite de T. zygis (84,17 + 2,25), en comparacion con la
aplicacion de aceite de neem (77,14 + 1,98), no aplicacion de fitoquimico (76,67 + 3,29) o
el minimo valor observado en plantas con extracto de Q. amara (72,92 + 4,82) (Tablas 35y
38). El estudio de la triple interaccion (NEM x AMF x ACE) mostré el méximo valor de
F% para el tratamiento que exclusivamente fue micorrizado por G. intraradices [1DJ]
siendo su diferencia significativa del resto, y el minimo valor se obtuvo en los tratamientos
que combinaron G. intraradices, extracto de Q. amara y M. incognita [IQN] y G. mosseae
junto a M. incognita [M@N] (Tabla 38).

En el segundo afio de ensayo, la frecuencia de micorrizacion también disminuyd en
plantas infestadas por el neméatodo (82,32 + 1,11), frente a las no infestadas por M.
incognita (90,42 £+ 1,72) (Tablas 35y 38). En este afio, la aplicacion de extracto de Q. amara
aumento la frecuencia de micorrizacién (86,67 + 1,92) de forma significativa frente al resto.
Aungue la especie de hongo micorricico no influyd por si misma en la F%, en la
interaccion (NEM x AMF) se observa que, entre las plantas infestadas, aquellas
micorrizadas por G. mosseae presentaron mayor F% (84,21 + 1,61) que las micorrizadas por

Maria Elena Flor Peregrin 174



Resultados Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne AMFs-Extractos

G. intraradices (79,76 = 1,18) (Tablas 35 y 38). Mediante el analisis de la interaccién (AMF
x ACE) se observaron maximos valores en las interacciones de G. mosseae y extracto de Q.
amara (90,00 + 1,36) y G. mosseae y aceite de T. zygis (90,00 £ 2,36) y minimo valor en la
interaccion de G. intraradices y aceite de T. zygis (73,33 % 0,00) (Tablas 35 y 38). El estudio
de la triple interaccion (NEM x AMF x ACE) indic6 que, la frecuencia de micorrizacion
fue méxima en [1DJ] de forma significativa frente al resto de tratamientos, especialmente
en comparacion con [MAN] y [IToN] que mostraron valores minimos (Tabla 38).

Tabla 38 (continuacién). Valores medios de variables relacionadas con la
micorrizacion en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos
vegetales y aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Josefina -M.
incognita.

Intensidad de Intensidad de colonizacion

RTINS micorrizacién (M%) media por fragmento (m%)

100 23,92 + 1,55 a 25,20 + 1,45 a

M@@ 17,41 + 1,08 pcd 21,16 + 1,05 abcd
12N 15,65 + 1,54 de 20,29 + 1,64 abcd
MZN 14,66 + 1,59 de 20,08 + 1,48 abcd
1AN 15,79 + 1,91  cde 20,06 + 3,34 abcd
MAN 13,65 + 1,55 de 18,31 + 2,35 cd
INN 12,16 + 1,02 e 16,34 + 1,65 d
MNN 15,78 + 1,76 cde 19,05 + 1,92 cd
1QN 13,91 + 1,28 de 19,65 + 1,34 pcd
MQN 20,26 + 2,41 abc 23,06 + 2,21 abc
1ToN 17,93 + 1,86 bcd 22,51 + 2,33 abc
MToN 21,57 + 1,99 ab 24,59 + 2,16 ab

Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro
repeticiones x dos afios) o bien * como media = error estandar de cuatro réplicas.
Datos en la misma columna seguidos por la misma letra no difieren
significativamente segun el test LSD (p < 0,05).

La intensidad de micorrizacion (M%) disminuyd en plantas inoculadas con M.
incognita (16,24 + 0,62), frente a las plantas sin nematodos (20,66 + 1,24) (Tablas 35y 38).
Los tratamientos con aplicacion de aceite de T. zygis presentaron mayor M% (20,01 + 1,43)
que el resto, siendo diferente significativamente de la M% mostrada en los tratamientos
donde se aplico extracto de A. sativum (14,57 £+ 1,20) o aceite de A. indica (14,11 + 1,14)
(Tablas 35 y 38). Analizando la triple interaccion se observé que, el minimo valor de M% se
mostrd en el tratamiento conjunto de G. intraradices, aceite de Azadirachta indica y M.
incognita [INN], siendo diferente significativamente de [1@Q], [M@d], [IToN], [MToN] y
[MQN], que mostraron maximos valores de M% (Tabla 38).
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Figura 41. Valores medios de los indices de agallas en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y aceites esenciales en el
patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.
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Datos expresados como media =+ error estandar de ocho réplicas (cuatro repeticiones x dos afios).
Columnas coronadas con la misma letra no difieren significativamente segun el test LSD (p < 0,05).
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La micorrizacion por Glomus spp. disminuy6 significativamente el indice de agallas
independientemente de la especie micorricica inoculada (3,14 + 0,23 en plantas
micorrizadas por G. intraradices y 2,72 £ 0,20 en plantas micorrizadas por G. mosseae), en
comparacion con las plantas no micorrizadas (4,28 + 0,17) (Tabla 35 y Figura 41). La
aplicacion de extractos vegetales o aceites esenciales también redujo el indice de agallas, de
forma significativa en plantas que recibieron aceite de T. zygis o extracto de Q. amara (3,05
+ 0,33 y 2,95 + 0,31 respectivamente), en comparacion con las plantas sin fitoquimico
(3,98 + 0,24) (Tabla 35 y Figura 41). No se observaron interacciones significativas entre los
factores AMF y ACE. Todos los tratamientos redujeron el indice de agallas en relacién al
control [BDN], pero los més efectivos fueron los que combinaron G. mosseae y extracto de
A. sativum [MAN], Glomus spp. y extracto de Q. amara [IQN] y [MQN] y Glomus spp. y
aceite de T. zygis [IToN] y [MToN], cuyos valores fueron significativamente menores que
en el tratamiento control (Figura 41).
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Figura 42. Valores medios de la densidad final de neméatodos por maceta en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos vegetales y
aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.
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El nimero de neméatodos por maceta se redujo significativamente en plantas
micorrizadas (5.075 £ 881 en plantas micorrizadas por G. intraradices y 4.141 + 467 en
plantas micorrizadas por G. mosseae, sin diferencias significativas entre ambas especies), en
comparacion con las no micorrizadas (8.394 + 795) (Tabla 35 y Figura 42). Todos los
tratamientos redujeron el nimero de nemétodos por maceta en relacion al control [G@N],
pero el mas efectivo fue la combinacion de G. mosseae y extracto de Q. amara [MQN] cuyo
valor fue significativamente menor que en el tratamiento control y que en los tratamientos
donde Unicamente se aplicd extracto vegetal o aceite esencial [DAN], [INN], [OQN] y
[DToN] (Figura 42).

Maria Elena Flor Peregrin 179



Resultados

Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne

AMFs-Extractos

Figura 43. Valores medios del nimero de hembras de M. incognita por maceta en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos

vegetales y aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.
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Paralelamente, la micorrizacién influy6 de igual forma sobre la variable nimero de
hembras por maceta reduciéndola significativamente en plantas micorrizadas (387 = 75 en
plantas micorrizadas por G. intraradices y 335 £ 51 en plantas micorrizadas por G. mosseae,
sin diferencias significativas entre ambas especies), frente a las no micorrizadas (602 + 61)
(Tabla 35y Figura 43). Todos los tratamientos redujeron el nimero de hembras por maceta
en relacion al control [@@N], pero el més efectivo fue la combinacién de G. mosseae y
extracto de Q. amara [MQN] cuyo valor fue significativamente menor que en el
tratamiento control y que en los tratamientos donde Unicamente se aplicd extracto de
Allium sativum [DAN] o de Q. amara [@QN] (Figura 43).
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Figura 44. Valores medios de eficacia Abbott en la reduccién del nimero de nematodos en el ensayo para el estudio de la interaccion AMF-Extractos
vegetales y aceites esenciales en el patosistema Tomate cv. Josefina-M. incognita.
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El indice de eficacia Abbott para la reduccion de las densidades de neméatodos,
también se vio favorecido significativamente por la micorrizacién (71,83 + 5,04 en plantas
micorrizadas por G. intraradices y 77,12 = 2,63 en plantas micorrizadas por G. mosseae, sin
diferencias significativas entre ambas especies), en comparacién al valor obtenido en
plantas no micorrizadas (53,77 + 4,38) (Tabla 35 y Figura 44). El estudio de la combinacién
(AMF x ACE) indic6 que, el tratamiento mas eficaz auno la micorrizacion por G. mosseae y
la aplicacion de extracto de Q. amara [MQN], siendo significativamente mayor al
compararlo con plantas no micorrizadas sin extracto vegetal ni aceite esencial [d@N]. El
resto de tratamientos individuales y/o combinaciones de factores no consiguieron
incrementar la eficacia en la reduccién en el nimero de nematodos significativamente, en

relacion al control sin tratar [@N] (Figura 44).
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3. DISCUSION

El interés a nivel mundial en la bisqueda de alternativas “sostenibles” para la
proteccion vegetal se ha incrementado con las restricciones en el uso de los agroquimicos
convencionales. En la Unién Europea se han prohibido, ademas del bromuro de metilo, el
1,3-dicloropropeno, aldicarb, thionazin y cadusafos, por lo que el control de las
enfermedades causadas por nematodos fitoparasitos se plantea problematico, ante la
escasez de opciones eficaces. Entre las alternativas propuestas, el control bioldgico presenta
ventajas sobre el resto ya que, el uso de multiples organismos puede estimular el nivel y
consistencia de la proteccion frente a nematodos fitoparasitos a través de diferentes
mecanismos de accion, proporcionando, ademas, una comunidad rizosférica mas estable y
mayor efectividad sobre un amplio rango de condiciones medioambientales (Pandey y
Maheshwari, 2006; Sikora et al., 2007).

3.1. ENSAYO 1. EFECTOS DE LA MICORRIZACION E INOCULACION CON
BACTERIAS SOBRE EL PATOSISTEMA TOMATE-M. INCOGNITA

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden influir sobre la planta
mediante estimulacién de la fijacion del nitrégeno (Hong et al., 1991), aumento de la
disponibilidad de nutrientes en la rizosfera (Whitelaw, 2000), regulando la produccion de
etileno en raices (Glick, 1995), liberando fitohormonas (Beyeler et al., 1999), afectando el
crecimiento y morfologia radical (Vessey y Buss, 2002; Gamalero et al., 2004) o
favoreciendo la simbiosis de la planta con otros microorganismos beneficiosos (Molla et al.,
2001). Todos estos efectos pueden influir sobre la relacién entre neméatodos fitoparésitos y
planta hospedante por lo que, se decidi6 ensayar su posible efecto sinérgico con otros
microorganismos citados frecuentemente en la literatura como bioprotectores frente a
enfermedades, en particular los hongos formadores de micorrizas arbusculares (AMF),
apoyandonos en que ya existian algunas citas previas de interaccion positiva entre AMF y
PGPR (Ordookhani et al., 2010). Nuestros ensayos también incluyeron a la bacteria
parasita Pasteuria penetrans, la cual ha demostrado un gran potencial como agente de
biocontrol de neméatodos agalladores (Bird y Brisbane, 1988; Oostendorp et al., 1991; Chen
y Dickson 1998, 2004; Trudgill et al. 2000; Pembroke y Gowen 2006; Javed et al., 2008;
Ravichandra y Reddy, 2008).
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3.1.1. EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA PRODUCTIVIDAD VEGETAL

En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (nematodos, AMFs y bacterias) sobre las variables de crecimiento y

productividad vegetal en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.

Tomate cv. Durinta Nemétodo AMFs Bacterias
Longitud parte aérea @>M. incognita ns ns
Peso fresco parte aérea | @>M. incognita ns ns
Peso seco parte aérea @>M. incognita G. mosseae>Q ns

Peso fresco raices ns ns [B. megaterium, P. putida, @] > P. penetrans
Numero de flores @>M. incognita | G. mosseae>G. intraradices>J ns
Numero de frutos @>M. incognita G. mosseae>G. intraradices ns

Peso fresco de frutos

@>M. incognita

ns

[B. megaterium, P. putida] > P. penetrans

Longitud parte aérea

@>M. incognita

G. mosseae>@

Contenido en clorofila | @>M. incognita | G. mosseae> [G. intraradices, @] ns
Te de la cubierta vegetal ns ns ns
Tomate cv. Josefina Nematodo AMFs Bacterias

[B. megaterium, P. penetrans] >@
P. penetrans>P. putida

Peso fresco parte aérea ns @>G. mosseae ns
Peso seco parte aérea ns @>G. mosseae ns
Peso fresco raices ns @> [G. intraradices, G. mosseae] B. megaterium>2

NUmero de flores

G. mosseae> [G. intraradices, &]

P. putida > [P. penetrans, @]

Numero de frutos ns @> [G. intraradices, G. mosseae] ns
Peso fresco de frutos ns @> [G. intraradices, G. mosseae] P. penetrans>B. megaterium
Contenido en clorofila ns ns ns
Te de la cubierta vegetal ns ns ns

3.1.1.1.

Efectos de los nematodos

En tomate cv. Durinta, la mayoria de las variables de crecimiento y productividad
vegetal, a excepcion del peso fresco de la raiz y de la temperatura de la cubierta vegetal, se
vieron afectadas negativamente por la presencia de M. incognita. En el caso de tomate cv.
Josefina solo la longitud de la parte aérea y el numero de flores fueron menores en las
plantas infestadas por M. incognita, pero no se observaron efectos significativos causados
por los nemétodos en el resto de variables de crecimiento vegetal.

En ninguno de los dos cultivares se observaron diferencias significativas entre plantas

infestadas y sanas en la variable peso fresco de la raiz, lo cual ya habia sido documentado
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por Zhang et al. (2009) en raices de pepino (Cucumis sativus L.). Este hecho se explica por
el efecto compensatorio entre la disminucién producida en el peso del sistema radical
debida al dafio y la necrosis causada por nematodos y, por otra parte, el incremento en el
peso de las raices producido por la hipertrofia del tejido radical en las agallas causadas por
Meloidogyne.

En cuanto al contenido en clorofila, si bien este fue disminuido por la infestacion por
nematodos en el cv. Durinta, no se observaron diferencias en el cv. Josefina. En la
literatura existen citas tanto de reducciones en el contenido en clorofila causadas por
nematodos, Al-Yahya et al. (1998) probaron la reduccion en el contenido en clorofila
experimentado en trigo infestado por Heterodera avenae, como de aumentos, El-Sherif e
Ismail (2009) relataron el incremento de contenido en clorofila en plantas de soja infestadas
por M. incognita. EI hecho de que en el cv. Durinta se redujera el contenido en clorofila,
esta en consonancia con los resultados obtenidos para el resto de variables de crecimiento y
productividad vegetal, que muestran como el estado nutricional de la planta se vio
deteriorado por la infestacion por M. incognita, mientras que esta reduccion en el estado
nutricional no se hizo tan patente en el cv. Josefina, probablemente por una mayor

tolerancia hacia la poblacion de nematodos ensayada.

3.1.1.2. Efectos de los AMFs

La micorrizacion por Glomus spp., incrementd el peso seco de la parte aérea, nimero
de flores, nimero de frutos y contenido en clorofila en el cv. Durinta, y G. mosseae mejoro
dichas variables en mayor grado que G. intraradices. Ademas, el estudio de la combinacion
de tratamientos (NEM x AMF) en tomate cv. Durinta mostré que, en ausencia de
nematodos, las plantas micorrizadas por G. mosseae también tuvieron mayor peso fresco de
las raices que las no micorrizadas. Rivera et al. (2003) determinaron que, cuando las raices
estdn micorrizadas ocurren alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas en la planta,
estimulando la sintesis de hormonas de crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquinas). En
consecuencia, la planta desarrolla un mayor sistema radical que favorece el incremento de la
superficie de absorcion de nutrientes (Paulitz y Linderman, 1991; Bais et al., 2006), lo que
se traduce en un incremento de la productividad vegetal, como se observd en nuestros
ensayos con tomate cv. Durinta. No obstante, en el cv. Josefina, G. mosseae Unicamente
aumento la longitud de la parte aérea y el numero de flores, mientras que el resto de
variables disminuyeron en presencia del AMF, excepto el contenido en clorofila y la
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temperatura de la cubierta que no se vieron afectadas por la micorrizacion. Estos datos
coinciden con los aportados por Talavera et al. (2002), donde la aplicacion individual de
Glomus sp. no se asocié con el incremento del peso fresco de la parte aérea ni del peso
fresco de los frutos, y con los de Martinez-Medina et al. (2009) que incluso documentaron
una reduccion en el peso fresco y seco de la parte aérea en los tratamientos que solo

incorporaron G. mosseae.

Existen multiples citas de efectos positivos, neutros y negativos de la micorrizacion
sobre el crecimiento vegetal, dependiendo de multiples factores como, la especie de AMF,
el cultivar empleado o el tiempo esperado hasta la medicion de la biomasa o cosecha (Gera-
Hol y Cook, 2005). En nuestros ensayos se observo claramente que la micorrizacion, por
G. mosseae y en menor grado por G. intraradices, incrementaron los valores de crecimiento
y productividad vegetal en tomate cv. Durinta, pero no asi en tomate cv. Josefina donde se
observo incluso el efecto contrario, por lo que se confirma que los efectos de la
micorrizacion sobre las variables de crecimiento y productividad vegetal, en el caso del
tomate, son dependientes del cultivar sobre el que se ensayan (Barker et al., 1998).

3.1.1.3. Efectos de las bacterias

En relacién a la inoculacion bacteriana, en tomate cv. Josefina, la longitud de la parte
aérea y el peso fresco de las raices fueron mayores en aquellas plantas inoculadas con B.
megaterium, frente a las plantas que no recibieron indculo bacteriano, mientras que en
tomate cv. Durinta, a pesar de que las plantas inoculadas con B. megaterium también
mostraron los valores maximos de crecimiento vegetal, estos no fueron significativamente
mayores que los de las plantas que no recibieron in6culo bacteriano. En 2007, Lopez-Bucio
et al. estudiaron los cambios en el sistema radical ocasionados por la inoculacion con B.
megaterium, viendo que causé una inhibicion en el crecimiento de la raiz primaria seguido
por un incremento en el nimero y crecimiento de raices laterales, y en la longitud de los
pelos radicales, que podrian inducir un aumento del peso del sistema radical, tras un primer
periodo de decrecimiento en esta variable. El incremento en biomasa experimentado en las
plantas con B. megaterium se apoya también en los datos documentados por Ryu et al.
(2003, 2004a, b), donde el crecimiento de la planta fue estimulado en respuesta a la
colonizacién de la raiz por esta PGPR, en los datos aportados por Singh y Siddiqui (2010),
donde todos los aislados de Bacillus estimularon el crecimiento de las plantas de tomate y,
en los proporcionados por Radwan et al. (2012), donde bioproductos basados en B.
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megaterium incrementaron el peso fresco de la parte aérea. La colonizacion endofitica de la
planta por B. megaterium refleja la habilidad adaptativa de esta bacteria en determinados
nichos ecoldgicos (Hallmann et al., 1997; Gray y Smith, 2005). En consecuencia, se origina
una asociacion entre planta hospedadora y bacteria (Kloepper et al., 1999; Compant et al.,
2005) que puede beneficiar a la planta (Whipps, 2001; Lodewyckx et al., 2002).

Del andlisis de la combinacion [NEM x BAC] observamos que, en el cultivar
Josefina, se mostr6 un mayor peso fresco de la parte aérea en plantas infestadas e
inoculadas con B. megaterium frente a las infestadas sin inoculacion bacteriana. Este
resultado se apoya en lo argumentado por Liu et al. (2012) donde, el crecimiento vegetal
fue mayor en plantas infestadas por M. incognita y tratadas con PGPR, que en plantas
infestadas sin tratar y sugiere que, la inoculacion con B. megaterium compensa las
reducciones en el crecimiento vegetal causadas por la infestacion con M. incognita. En el
caso del tomate cv. Durinta, se pudo observar una interaccion verdadera entre los factores
infestacion por nematodos e inoculacién con bacterias que se tradujo en que las plantas
infestadas e inoculadas con B. megaterium mostraron mayor longitud de la parte aérea que
las infestadas e inoculadas con P. putida demostrando que, la bacteria endofitica impidid,
en mayor medida, el efecto negativo ocasionado por la infestacion por nematodos,
posiblemente porque es capaz de alcanzar zonas radicales donde la bacteria rizosférica no
puede acceder, dificultando en mayor grado la penetracion de M. incognita.

El nimero de flores, en el cv. Josefina, aumentd con la inoculacion de P. putida,
frente a aquellas plantas sin bacteria o con P. penetrans. Pseudomonas spp. produce una
amplia variedad de antibi6ticos, hormonas y metabolitos secundarios (sideréforos y écido
cianhidrico) y puede solubilizar fésforo (Rodriguez y Fraga, 1999), lo que le confiere una
gran habilidad para favorecer el crecimiento y la productividad vegetal; ademas, estos
metabolitos han sido documentados como antagonistas de fitopatégenos (Bagnasco et al.,
1998; Siddiqui, 2006). Siddiqui y Ehteshamul-Haque (2001), determinaron un in6culo
bacteriano de 2,5x10° ufc/ml de Pseudomonas aeruginosa como el Optimo para la
estimulacion del crecimiento vegetal, y que un indculo inferior redujo el crecimiento de la
planta. La cantidad de inéculo aplicada en nuestros ensayos coincidié con lo establecido
por estos autores. Cuando se analizaron las combinaciones [NEM x BAC] en este mismo
cultivar se observé que, la inoculacion con B. megaterium no contrarresté tampoco la accion
negativa ejercida por el neméatodo en cuanto al nimero de flores, por lo que no se observd
el efecto positivo sobre el crecimiento vegetal que Satyandra y Chaubey (2010) encontraron
en plantas de tomate infestadas con M. incognita y tratadas con B. subtilis, y que atribuyeron
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a la actividad solubilizadora de B. subtilis (Khan y Tarannum, 1999), que convierte las
formas no utilizables de fosfato presente en el suelo en formas rapidamente utilizables por
las plantas (Gaur, 1990).

En cuanto a los efectos de la bacteria parasita de nematodos P. penetrans sobre el
crecimiento vegetal, en tomate cv. Durinta el peso fresco de las raices disminuyd en
comparacion a las PGPRs o a las plantas sin inoculacién bacteriana, lo cual podria ser
explicado por una reduccién del porcentaje de juveniles que penetraron en las raices, como
consecuencia de una perdida de movilidad al ser cubiertos por endosporas de P. penetrans,
(Davies et al., 1991; Kariuki et al., 2006), lo que podria disminuir el peso de las raices al
estar éstas menos agalladas.

Por otra parte, cuando analizamos la combinacion de los tratamientos [NEM X
BAC], las plantas de tomate infestadas con M. incognita e inoculadas con P. penetrans, en
ambos cultivares e independientemente de la micorrizacién, mostraron menor peso fresco
y seco de la parte aérea que el resto. Este hecho podria explicarse porque, el desarrollo de la
bacteria parasita estd sincronizado con su hospedador y no afecta la habilidad de
alimentacién de los neméatodos (Bird, 1986) por lo que, los dafios en la planta contintan
produciéndose, al menos durante el periodo de 60 dias de cultivo en maceta de nuestros
ensayos.

3.1.1.4. Efectos de la interaccion AMF x Bacterias

Aunque en general, en nuestros ensayos no se observaron verdaderas interacciones
entre AMF y bacterias sobre las variables de crecimiento y productividad vegetal, si que se
observaron casos en los que la adicion de ambos efectos individuales alcanz6 la
significacion estadistica necesaria para diferenciarlos de otras combinaciones de factores,
por ejemplo en plantas de tomate cv. Josefina, en presencia de nematodos, la combinacion
de G. mosseae y B. megaterium incrementd la longitud significativamente, en concordancia
con los datos documentados por Liu et al. (2012) que obtuvieron mayor valor para esta
variable en plantas de tomate que recibieron coinoculacién con G. mosseae y Bacillus sp.,
frente a las plantas no inoculadas o con inoculacion individual; o bien el mayor contenido
de clorofila que presentaron los tratamientos que combinaron G. mosseae con las tres
bacterias estudiadas sin infestacion por M. incognita, en relacion al resto de plantas
infestadas. Estos resultados son apoyados parcialmente por los datos aportados por Kim et

al. (1998), que encontraron que el contenido en fosforo aumentd con la inoculacion tanto
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de Glomus etunicatum como de Enterobacter agglomerans; por Ratti et al. (2001), que hallaron
que la combinacién de Glomus aggregatum, Bacillus polymyxa y Azospirillum brasiliense
maximizé la biomasa y el contenido en fosforo de Cymbopogon martinii, cuando crece con
una fuente insoluble de fosfato inorganico; y por Ordookhani et al. (2010), que mostraron
un incremento en potasio en tallo y fruto cuando PGPR y AMF se utilizaron

conjuntamente.

En la literatura existen citas tanto de interacciones positivas como negativas entre
distintos AMFs y bacterias (Hameeda et al., 2007). Zhang et al. (2012) mostraron que, la
coinoculacién con Glomus versiforme y Bacillus vallismortis promovia el crecimiento vegetal
en algodon afectado por Verticillium. Siddiqui y Akhtar (2009b) documentaron que, la
aplicacion de un hongo micorricico o una bacteria promotora del crecimiento, individual o
conjuntamente, incrementaba la longitud y peso seco de la planta, tanto en presencia como
en ausencia de nematodos. Estos resultados se apoyan en algunos efectos especificos de la
interaccion AMF-bacteria que han sido previamente descritos (Azcén, 1989). La actividad
bacteriana puede estimular la colonizacién del hongo (Barea y Azcon-Aguilar, 1983),
correlacionandose con la estimulacién del crecimiento (Abbott y Robson, 1985). La
efectividad bacteriana también podria ser explicada por una mayor habilidad de las raices
dualmente inoculadas para formar hifas externas (Azcén, 1987), influyendo en el aporte de

nutrientes y, por tanto, en el crecimiento vegetal.

A pesar de los datos citados en la literatura, que documentan incremento en el
crecimiento debido a interacciones positivas sinérgicas entre AMF y PGPR, en nuestros
resultados no se observan efectos determinantes de estimulacion del crecimiento como
resultado de la aplicacién conjunta de ambos microorganismos, corroborando otros
resultados como los proporcionados por Vestberg et al. (2004), que estudiaron la
inoculacion simple o combinada de G. mosseae, B. subtilis y P. fluorescens, no alcanzando
efectos estimulantes concluyentes sobre el crecimiento vegetal y observando que, la
inoculacion dual no aumento el crecimiento en mayor medida que una simple inoculacion,
o también los resultados obtenidos por Medina et al. (2003) en Medicago sativa, donde la
inoculacion de Bacillus spp. y AMF no incrementd significativamente la biomasa de la parte
aérea de la planta, comparado a las plantas Unicamente micorrizadas. La literatura, incluso,
refleja posibles interacciones negativas entre AMF y PGPR (Galleguillos et al., 2000;
Valdenegro et al., 2001; Vivas et al., 2003, 2006). Todo ello puede ser debido al impacto
que las micorrizas producen en la composicién de las comunidades bacterianas (Artursson

et al., 2006), al cambiar la composicién quimica de los exudados de la raiz que son fuente
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de alimentos para las bacterias asociadas en la micorrizosfera (Azcon-Aguilar y Bago, 1994;
Barea, 1997; Gryndler, 2000; Artursson et al., 2006). El micelio del AMF libera
componentes organicos de gran valor energético, lo que induce a pensar en un mayor
crecimiento y actividad de las bacterias presentes en la micorrizosfera. Sin embargo, este
enriquecimiento es menor que el que ocurre en la rizosfera, por lo que, el nivel bacteriano
en el suelo de la micorrizosfera es menor, comparado con el de la rizosfera (Andrade et al.,
1997). Por tanto, el establecimiento de las PGPR en la rizosfera puede verse afectado por la
coinoculacién con el hongo micorricico (Ravnskov et al., 1999; Bianciotto et al., 2002;
Bianciotto y Bonfante, 2002) y, en consecuencia, mermada su accién estimulante del
crecimiento vegetal. Estos resultados revelan la necesidad de una seleccion cuidadosa y
adecuada de las especies y/0 razas bacterianas para una efectiva combinacién con los
hongos micorricicos y maximizar la estimulacion del crecimiento (Rydlova et al., 2011), ya
que el efecto y sentido de las posibles interacciones entre AMFs y PGPRs sobre el
crecimiento de la planta, parece depender tanto de las especies de AMF, del tipo bacteriano
asociado y del cultivar hospedante, entre otros factores.

3.1.2. EFECTOS SOBRE LA MICORRIZACION
En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (nematodos, AMFs y bacterias) sobre las variables relacionadas con la

micorrizacion en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.

Tomate cv. Durinta Nematodo AMFs Bacterias

Frecuencia, F%

M. incognita>@

G. mosseae>G. intraradices

B. megaterium> [P. putida, &]

Intensidad, M%

@ > M. incognita

G. mosseae>G. intraradices

B. megaterium>&

Int. media, m%
Tomate cv. Josefina

Frecuencia, F%

@ > M. incognita
Nematodo

ns

G. mosseae>G. intraradices

AMFs

ns

[B. megaterium, P. penetrans, P. putida] >@&

Bacterias

P. penetrans> [B. megaterium, P. putida]

@ > P. putida

Intensidad, M%

@ > M. incognita

G. mosseae>G. intraradices

ns

Int. media, m%

@ > M. incognita

G. mosseae>G. intraradices

[B. megaterium, P. putida] >&

ns. No significativo. @: sin inoculacion de neméatodo, AMF o bacteria.
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3.1.2.1. Efectos de los nematodos

En cv. Durinta, las plantas infestadas por M. incognita mostraron mayor frecuencia
de micorrizacion (F%) que las no infestadas, mientras que en el cv. Josefina, el neméatodo
no afectd esta variable. Por el contrario, la presencia del nematodo redujo las variables M%
y m%, en ambos cultivares. En la literatura existen tanto citas donde la colonizacion
micorricica no fue afectada por el establecimiento del nematodo (Gomez et al., 2008),
como de reducciones e incrementos en la colonizacién por AMFs en presencia de distintas
especies de Meloidogyne (Gera-Hol y Cook, 2005). En nuestros ensayos hemos observado
un aumento de la frecuencia de micorrizacion F%, que mide el porcentaje de fragmentos
micorrizados en el total del sistema radical, y que podria estar relacionada con el
mecanismo sugerido por Gera-Hol y Cook (2005) en el que, la proliferacion radicular
inducida por las especies de Meloidogyne alrededor de sus sitios de alimentacion, permitiria a
los AMFs colonizar nuevas raices, con lo que se incrementaria el nimero de fragmentos
micorrizados y, por tanto, el valor de la variable F%. Por el contrario, también hemos
observado, una reduccion en las variables que miden la intensidad de micorrizacion, M% y
m9%, lo que podria estar influido por otros mecanismos implicados en la interaccion AMF-
Meloidogyne, como la destruccién de células que contribuyan al establecimiento de la
simbiosis AMF-planta por parte del nemétodo o a respuestas de defensa en las plantas
hospedantes, consecuencia de la infestacion de las raices por el nematodo, que puedan
interferir en el proceso de micorrizacion (Gera-Hol y Cook, 2005). Diedhiou et al. (2003)
realizaron un examen microscopico de secciones radicales revelando que, G. coronatum
coloniza preferiblemente el parénquima cortical de la raiz mientras que, M. incognita se
localiza generalmente en el cilindro central, por lo que sugirieron que ambos
microorganismos podrian coexistir sin afectarse mutuamente en cuanto a su distribucion
espacial en las raices, por lo que la disminucién de las intensidades de micorrizacién en
presencia de nematodos parece ser debida mas a mecanismos bioguimicos y moleculares en
el proceso de colonizacién radicular, por parte de ambos microorganismos, que a un efecto
de competicion fisica por el espacio dentro de la raiz.

3.1.2.2. Efectos de los AMFs

En plantas de tomate cv. Durinta, la frecuencia e intensidades de micorrizacion por
G. mosseae fueron mayores que las de G. intraradices. En las plantas de tomate cv. Josefina,
G. mosseae fue superior a G. intraradices en intensidades M% y m%. En general, se observo

Maria Elena Flor Peregrin 192



Discusion Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne AMFs-Bacterias

una mayor colonizacion de las raices de ambos cultivares de tomate ensayados por la cepa
G. mosseae BEG119, que por la cepa G. intraradices BEG123.

3.1.2.3. Efectos de las bacterias

En plantas de tomate cv. Durinta, las plantas inoculadas con B. megaterium
mostraron mayores valores de F%, M% y m% que aquellas sin indculo bacteriano. Estos
resultados son semejantes a los encontrados por Liu et al. (2012), donde diversas especies
de Bacillus incrementaron la colonizacion micorricica de las raices. Se conoce que,
determinados microorganismos producen componentes que incrementan la exudacion
radical y se estimula la formacion del micelio fungico de los AMFs en la rizosfera o,
incluso, se facilita la penetracion radical por el hongo. Ademas, los microorganismos
presentes en la rizosfera también afectan los estadios previos a la micorrizacion

(germinacion de esporas y crecimiento del micelio) (Azcon-Aguilar y Barea, 1992, 1995).

En las plantas de tomate cv. Josefina, las plantas inoculadas con P. putida mostraron
menor F% que las plantas que no recibieron ninguna inoculacion bacteriana, por el
contrario m% aumento en presencia de P. putida y B. megaterium, frente a las plantas sin
inéculo bacteriano. Estos datos se ajustan con los documentados por Akkdpri y Demir
(2005), que estudiando plantas de tomate afectadas por Fusarium oxysporum observaron
que la bacteria P. putida tuvo impacto negativo sobre la micorrizacién por G. intraradices, 0
a los estudios realizados en trigo (Germida y Walley, 1996; Walley y Germida, 1997) en los
que la coinoculacion de AMF y razas de Pseudomonas cepacia, P. aeruginosa, P. fluorescens o
P. putida mostraron resultados variables. Aunque la literatura, mayoritariamente,
documenta el efecto positivo de la coinoculacion con Glomus spp. y PGPRs (Toro et al.
1997; Barea et al., 1998), de los resultados obtenidos en nuestros estudios se deduce que, la
combinacion de PGPR y AMF no siempre incrementa la frecuencia e intensidad de
micorrizacion, en particular con especies y cepas de Pseudomonas, ya que estas pueden ser
productoras de compuestos antifingicos, e influir sobre la formacion y funcion de la

micorrizacion.

En ambos cultivares de tomate, F% aumentd en presencia de P. penetrans, frente a la
inoculacion con las PGPRs. Ademas, se observd un efecto significativo de la interaccién
(NEM x BAC) la cual mostré que, la inoculacién con P. penetrans incrementd m% en
plantas infestadas, y que estos incrementos para la combinacion de P. penetrans y Glomus
spp. ocurrieron Unicamente en presencia de M. incognita. La explicacion para el efecto
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estimulatorio de P. penetrans sobre la micorrizacion no esta clara, porque esta bacteria no
pertenece al grupo de las PGPR. No obstante, la influencia negativa de P. penetrans sobre
el movimiento de los neméatodos (Davies et al., 1991; Kariuki et al., 2006), pudo evitar
parcialmente la colonizacién de las raices por éstos, reduciendo la competencia por el
espacio con los hongos micorricicos y facilitando el establecimiento de la simbiosis
micorricica.

3.1.3. EFECTOS SOBRE LA POBLACION DE NEMATODOS

En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (AMFs y bacterias) sobre las variables relacionadas con la infestacion por M.
incognita en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.

Tomate cv. Durinta AMFs ‘ Bacterias

indice de agallas @ > G. mosseag [P. putida, @] > [B. megaterium, P. pengtrans]
N° J2 + huevos [G. intraradices, ] > G. mosseae | [P. putida, &] > B. megaterium > P. penetrans
N° Hembras ns ns

Eficacia Abbott G. mosseae>Q P. penetrans >[B. megaterium, P. putida, @]

Tomate cv. Josefina AMFs ‘ Bacterias

indice de agallas ns @ > [B. megaterium, P. penetrans]

N° J2 + huevos @ > [G. intraradices, G. mosseae] | & > [B. megaterium, P. putida] > P. penetrans
N° Hembras G. mosseae>G. intraradices [B. megaterium, P. penetrans, @] > P. putida

Eficacia Abbott G. mosseae>Q P. penetrans > [P. putida, &]

ns. No significativo. @: sin inoculacion de AMF o bacteria.

3.1.3.1. Efectos de los AMFs

En plantas de tomate cv. Durinta, G. mosseae fue méas efectivo en la reduccion del
indice de agallas y de la densidad final de nematodos, mostrandose como el AMF de mayor
eficacia en el control de la enfermedad, ya que el indice de agallas fue mayor en las plantas
sin micorrizar que en las micorrizadas por G. mosseae y la densidad final de nematodos fue
menor que en las plantas sin micorrizar, y también menor que en las plantas micorrizadas
por G. intraradices. Este resultado coincide con lo documentado por Vos et al. (2012),
donde se evidencié una reduccion en la infestacion por M. incognita y Pratylenchus
penetrans, en tomate, debida a G. mosseae. La eficacia de G. intraradices en la reduccién del
indice de agallas, también ha sido observada en otros estudios y cultivos (Zhang et al.,
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2009). En el cv. Josefina, G. intraradices y G. mosseae tuvieron similar comportamiento en la
reduccién del indice de agallas y de la densidad final de neméatodos. Sin embargo, G.
mosseae fue menos eficaz que G. intraradices en la reduccion del nimero de hembras. Los
mecanismos por los que la micorrizacion influye sobre la infestacion y reproduccién de los
nematodos, aln estan por aclararse. No obstante, la habilidad de las plantas micorrizadas
para crecer, a pesar de la infestacion por los nematodos, se considera el principal efecto de
los AMF sobre las plantas (Hussey y Roncadori, 1982). Para determinar los posibles
mecanismos micorricicos que podrian explicar este fendmeno se han propuesto las
siguientes hipdtesis (Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Gera-Hol y Cook, 2005): a) modificacion
de los exudados radicales y desarrollo de nuevos microorganismos antagonistas en la
micorrizosfera que afecta a la penetracion del nematodo; b) produccién y acumulacion de
componentes tales como fenoles, fitoalexinas y hormonas, dentro del sistema radical
micorricico que afecta a la alimentacién del neméatodo; ¢) competicion espacial dentro de
los tejidos radicales; d) mejora del ingreso de nutrientes por la planta hospedadora y €) una
fuerte induccion de la resistencia sistémica de la planta (Elsen et al. 2008).

3.1.3.2. Efectos de las bacterias

En tomate cv. Durinta, el indice de agallas y la densidad final de nematodos se
redujeron significativamente debido a la inoculacion con B. megaterium, frente a las plantas
sin inoculacién bacteriana o inoculadas con P. putida, aunque en el cv. Josefina las

diferencias entre B. megaterium y P. putida no llegaron a ser significativas.

El potencial de las bacterias endofiticas del género Bacillus frente a los nematodos
fue estudiado anteriormente por Neipp y Becker (1999), que documentaron la capacidad de
B. megaterium en la proteccion frente a H. schachtii, al reducir la penetracion de los
juveniles en cultivos de remolacha. Al-Rehiayani et al. (1999) utilizaron también inéculo de
B. megaterium y observaron una reduccion en la penetracién de M. chitwoodi y Pratylenchus
penetrans en patata. Padgham y Sikora (2007), en cultivo de arroz, demostraron que B.
megaterium redujo la atraccion y penetracién de M. graminicola en la raices de la planta y
disminuyd la eclosion de los huevos. Mekete et al. (2009), observaron que el dafio causado
en plantas de café por M. incognita se redujo por la inoculacion con las especies endofiticas
Bacillus pumilus y B. mycoides. Recientemente, Radwan et al. (2012) establecieron la
capacidad de B. megaterium para reducir la severidad de la enfermedad ocasionada por M.
incognita en plantas de tomate.
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En el caso de Pseudomonas, Lee et al. (2011) documentaron que Pseudomonas
chlororaphis, cultivada en medio liquido, produce metabolitos secundarios que causan
mortalidad sobre los juveniles de M. hapla y reducen significativamente los sintomas en
raices, en ensayos de tomate en condiciones controladas de invernadero. A pesar de que P.
putida es también una bacteria conocida por colonizar ampliamente el sistema radical y por
la produccion de sider6foros (Siddiqui et al., 2007), dando lugar a una reduccion de los
nematodos, observamos una menor efectividad en los tratamientos que incorporaron esta
bacteria rizosférica frente a los tratamientos con la bacteria endofitica B. megaterium,
concordando con los resultados aportados por Oostendorp y Sikora (1990), donde no se
aprecio ningun efecto de la colonizacion de P. fluorescens en raices de remolacha sobre el
movimiento de los juveniles de H. schachtii, pero en contraposicion a los resultados de
Siddiqui et al. (2009) que observaron que, los aislados de Pseudomonas causaron un mayor
efecto inhibidor sobre la eclosion y penetracién de M. incognita que los aislados de Bacillus
en plantas de guisante.

El mayor efecto supresor de B. megaterium sobre M. incognita, en comparaciéon con
P. putida, podria deberse a la naturaleza endofitica de Bacillus que le permitiria una mayor
colonizacion del sistema radical de la planta de tomate que la bacteria rizosférica,
compitiendo por el espacio e impidiendo, por tanto, en mayor grado el establecimiento de
los nematodos dentro de las raices. Sin embargo, esta explicacion no concuerda con el
menor nimero de hembras observado en nuestros ensayos en los tratamientos inoculados
con P. putida, frente a aquellos inoculados con B. megaterium, ya que una menor
penetracion de juveniles en las raices en los tratamientos con B. megaterium conllevaria un
menor ndmero de hembras y observamos justo lo contrario, lo que sugiere la existencia de
otros mecanismos diferenciales en las interacciones de B. megaterium y P. putida con M.

incognita.

Por su parte, el indice de agallas y la densidad final de nematodos disminuyo
significativamente con la inoculacion de P. penetrans, en relacion al efecto obtenido
mediante la aplicacion de las PGPR. P. penetrans mostro la maxima eficacia en la reduccion
de M. incognita, seguida de B. megaterium y, finalmente, la bacteria menos eficaz fue P.
putida. Aunque el nimero de hembras no haya sido reducido en los tratamientos donde se
aplicd P. penetrans, la densidad final de neméatodos si lo fue; esto es debido a que, las
hembras de los neméatodos agalladores infectadas por P. penetrans se desarrollan hasta la
madurez pero, generalmente, no presentan un sistema reproductivo funcional cuando el

cuerpo del nematodo esta relleno de endosporas (Mankau, 1980; Sayre, 1980; Bird, 1986) y,
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en consecuencia, el nimero de nematodos de la siguiente generacién se reduce. Nuestros
resultados coinciden con aquellos documentados por Brown et al. (1985), Bird y Brisbane
(1988), Davies et al. (1988), Gowen y Ahmed (1990), Gowen y Tzortzakakis (1994),
Weibelzahl-Fulton et al. (1996), Talavera et al. (2002) y Krueger y McSorley (2008).

También existen estudios que expresan las dificultades para alcanzar un control
suficiente de los nematodos agalladores con la bacteria parasita P. penetrans, como indico
Maximiniano et al. (2001) para M. exigua en plantaciones de café, aunque las condiciones
de campo juegan un papel crucial en este resultado. A pesar de que la concentracion de
esporas de nuestro inoculo fue la indicada en la literatura para una infeccion efectiva,
podria no haber sido suficiente en determinados tratamientos ya que, la relacion entre la
concentracién de esporas y el nivel de adhesion no es lineal, indicando que, incluso a
concentraciones muy altas de esporas, el nimero de éstas capaces de adherirse podria no
ser suficiente y se dificultaria la infeccion de los neméatodos. Asimismo, los altos niveles de
adhesion de esporas a los juveniles no siempre garantizan una reduccion significativa ya
que, esta fuertemente influida por el biotipo de Meloidogyne (Tzortzakakis et al., 1997). Una
importante caracteristica, de los estudios de adhesién de esporas, es el numero
relativamente bajo de esporas encontradas adheridas a juveniles, comparados con la alta
concentracion en la suspension que los rodea. Esto indica que, un gran nimero de esporas
podrian no ser viables o estar en un estado de inmadurez o dormancia (Tzortzakakis et al.,
1997). Las especies bacterianas que se adhieren en mayor nimero que otras, no siempre
garantizan mayor reduccion en el nimero de huevos. Las razones son, probablemente, por
la elevada varianza en la adhesion de las esporas y en la infeccién o porque las esporas se
suelten durante el movimiento de los juveniles en el suelo (Ratnasoma et al., 1991).
Igualmente, los individuos dentro de una especie de nematodo, o una mezcla de especies,
pueden resistir la adhesion de las esporas (Tzortzakakis et al., 1996). La especificidad de P.
penetrans puede ser superada usando mezclas de poblaciones de nematodos (Channer y
Gowen, 1988, 1992); paralelamente, los neméatodos agalladores presentan menos
probabilidad de desarrollar resistencia a una mezcla de poblaciones de P. penetrans que a
una unica poblacion (Tzortzakakis y Gowen, 1994). Todos estos factores se acrecientan por
la variabilidad tanto del nemétodo como de la bacteria, lo que ha sido documentado por
varios autores (Spaull, 1984; Stirling, 1985; Davies et al., 1988; Channer y Gowen, 1992).
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En general, podriamos determinar que, P. penetrans fue mas eficaz que las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal en la reducciéon de la enfermedad causada por M.
incognita, mostrandose el parasitismo como el mecanismo maés eficaz en la lucha contra el

nematodo.

3.1.3.3. Efectos de la interaccion AMF x Bacterias

Aunque no se pudo determinar la existencia de una verdadera interaccion
significativa entre AMF y bacterias sobre la variable indice de agallas en tomate cv. Durinta,
el tratamiento mas efectivo en su reduccion fue la combinacion de G. intraradices y P.
penetrans y, en tomate cv. Josefina, el mas efectivo fue el que combind G. mosseae y P.
penetrans y estd en concordancia con la hipétesis que sugiere que, la aplicacion dual de
microorganismos con diferentes mecanismos de accion proporciona mayor eficacia contra
los patégenos que la inoculacion simple con un Gnico microorganismo (Guetsky et al.,
2002; Siddiqui y Akhtar, 2008a).

Para la variable nimero de nematodos por maceta, Si que se encontraron
interacciones significativas entre la micorrizacion y el inculo bacteriano de forma que, los
tratamientos que combinaron P. penetrans y Glomus spp. mostraron menor numero de
nematodos por maceta en ambos cultivares. Estos resultados se relacionan con los
obtenidos por Rao y Gowen (1998), donde Glomus deserticola se asocié con una mayor
adhesion de las esporas de Pasteuria a M. incognita. La aplicacion de estos dos
microorganismos parece ser compatible y deberia ser considerada una estrategia de control
nematoldgico, como apuntaron Talavera et al. (2002).

Por otra parte, en tomate cv. Josefina, durante el primer afio de ensayo, la densidad
final de neméatodos fue reducida por la combinacion de G. mosseae y B. megaterium. Se
demuestra que los hongos micorricicos y las PGPR pueden coexistir sin afectarse
negativamente entre si. De hecho, en combinaciones adecuadas como la que aqui se
estudia, puede incrementarse mas aln la resistencia a patdgenos ya que los exudados
radicales originados por plantas micorrizadas atraen a las PGPR, como Pseudomonas
fluorescens (Sood, 2003). No obstante, las combinaciones de micorrizacién por G.
intraradices con las distintas bacterias no incrementaron la eficacia en la reduccién del
nimero de nematodos en relacion al control y, en el segundo afio de ensayos en el cultivar
Josefina, el nimero de nemétodos fue reducido en los tratamientos que combinaron

Glomus spp. y la bacteria parasita y por las inoculaciones individuales de G. intraradices, B.
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megaterium o P. putida. Estos Gltimos resultados demuestran que, la aplicacion de una
especie simple de microorganismo, en muchas ocasiones, reduce el nimero de M. incognita
hembras y juveniles més que cuando los microorganismos fueron combinados, como
documentaron Oyekanmi et al. (2007). En la literatura existen resultados documentados
donde, no siempre se obtienen resultados 6ptimos en la reduccion de la infestacién por M.
incognita cuando se combinan microorganismos. Jaizme-Vega et al. (2006), al estudiar el
efecto de la inoculacion combinada de Glomus spp. y Bacillus en papaya, observaron que la
infestacion por el neméatodo agallador se redujo de forma significativa en plantas
micorrizadas, pero que la adicion de la bacteria no mejoré los resultados de la inoculacién

exclusiva con AMF.

Cuando consideramos el uso de mezclas o combinaciones de agentes es importante
que ningun miembro de la mezcla sea inhibidor de otro, o interfiera con la microbiota no
patogénica asociada a las raices. Existen varios ejemplos de combinaciones de diferentes
bacterias u hongos proporcionando peor promocién del crecimiento vegetal o biocontrol
que los aislados usados individualmente (Chiarini et al., 1998; Larkin y Fravel, 1998; de
Boer et al., 1999). Similarmente, una combinacion de Bacillus subtilis y Fusarium oxysporum
no patogénico no proporcionaron control de la podredumbre por Fusarium en garbanzo,

mientras cualquiera de los dos aplicados individualmente si lo hizo (Hervas et al., 1998).

La eficacia de la combinacion de P. penetrans y micorrizacion, en la reduccion de las
poblaciones de neméatodos ha quedado reflejada en nuestros ensayos, sin embargo, no ha
sido asi con la combinacion de hongos micorricicos y PGPRs, por tanto, serian
esclarecedoras futuras investigaciones sobre el efecto sinérgico de B. megaterium o P. putida
respecto a otras especies de AMF y en distintos cultivares vegetales.

3.2. ENSAYO 2. EFECTOS DE LA MICORRIZACION E INOCULACION CON
TRICHODERMA HARZIANUM SOBRE EL PATOSISTEMA TOMATE-M.
INCOGNITA

Las especies del género Trichoderma son hongos de vida libre, comunes en suelo y
ecosistemas radicales, capaces de degradar hidrocarburos, compuestos clorofendlicos,

polisacaridos y pesticidas xenobidticos usados en agricultura (Harman y Kubicek, 1998;

Harman et al., 2004). Recientes descubrimientos han mostrado que también son simbiontes

de plantas, oportunistas, avirulentos y paréasitos de otros hongos (Harman et al., 2004).
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Producen o liberan metabolitos con actividad antibidtica, bacteriostatica y nematicida
(Djian et al. 1991; Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Sikora et al., 2003; Siddiqui y
Shaukat, 2004b; Anitha y Murugesan, 2005; Li et al., 2007; Reino et al., 2008; Zhang y
Zhang, 2009; Yang et al., 2010) e inducen respuestas de resistencia localizada o sistémica, lo
que explica su falta de patogenicidad para las plantas (Kuc, 2001, Evans et al., 2003;
Harman et al., 2004). La colonizacion de la raiz por Trichoderma spp. suele estimular el
crecimiento y desarrollo de ésta, la productividad, la resistencia a estreses de tipo abiético,
optimizar el ingreso y utilizacion de los nutrientes (nitrogeno, cobre, fosforo, hierro,
manganeso y sodio) en las raices (Yedidia et al., 2001) y su solubilizacion en el suelo
(Altomare et al., 1999). Igualmente, pueden parasitar y competir con otros
microorganismos del suelo (Elad, 1996, Howell, 2002), producir enzimas utiles (Harman y
Kubicek, 1998; Sharon et al., 2001), e inhibir y/o degradar otras enzimas esenciales para la
infeccion por fitopatdgenos (Zimand et al., 1996). Por tanto, las especies de Trichoderma
han sido reconocidas como agentes para el control de enfermedades de plantas (Chet,
1987; Chet et al., 1997; Whipps, 2001, Yedidia et al., 2003; Shoresh et al., 2005; zum Felde
et al., 2006; Martinez-Medina et al., 2009; Srivastava et al., 2010). Concretamente T.
harzianum, T. virens y T. viride, han sido ensayadas con éxito en el control de nemétodos
agalladores (Meyer et al., 2000; Sharon et al., 2001; Pandey et al., 2003; Suéarez y Llobell,
2004; Spiegel et al., 2006; Dababat y Sikora, 2007; Goswami y Tiwari, 2007; Sharon et al.,
2007; Goswami et al., 2008; Sahebani y Hadavi, 2008). También se ha documentado su
efecto promotor del crecimiento y desarrollo de las plantas hospedadoras (Naseby et al.,
2000; Harman et al., 2004).

3.2.1. EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA PRODUCTIVIDAD VEGETAL

En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (nematodos, AMFs y Trichoderma) sobre el crecimiento y productividad vegetal
en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.
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Tomate cv. Durinta Nematodo T. harzianum
Longitud parte aérea ns ns ns

Peso fresco parte aérea ns ns ns

Peso seco parte aérea ns [G. intraradices, G. mosseae] > ns

Peso fresco raices ns ns ns
Numero de flores ns ns ns
Numero de frutos ns ns ns

Peso fresco de frutos ns ns ns
Contenido en clorofila ns ns T. harzianum>@
Te de la cubierta vegetal ns ns @ > T. harzianum
Tomate cv. Josefina Nematodo T. harzianum
Longitud parte aérea ns ns ns

Peso fresco parte aérea | @ > M. incognita ns ns

Peso seco parte aérea @ > M. incognita ns ns

Peso fresco raices ns ns ns
Numero de flores ns ns ns
Numero de frutos ns ns ns

Peso fresco de frutos ns ns ns
Contenido en clorofila ns ns ns

Te de la cubierta vegetal ns ns ns

ns. No significativo. @: sin inoculacién de nematodo, AMF u hongo oportunista.

3.2.1.1. Efectos de los nematodos

La infestacion por M. incognita no afect, en general, el crecimiento ni la
productividad de las plantas de tomate; (nicamente se observaron algunas reducciones del
peso fresco y seco de la parte aérea en plantas de tomate cv. Josefina infestadas por
nematodos, durante el segundo afio de los ensayos. Segun Seinhorst (1960), los dafios
apreciables ocurren solo donde la densidad de poblacion excede un cierto limite. Este
umbral de dafio para el crecimiento y productividad de la planta varia segin el cultivo, el
nematodo y las condiciones experimentales. No obstante, las densidades de indculo en
nuestros ensayos fueron bastante elevadas, (afio 1. 1341+56 y afio 2: 170559 J2s por 500
cm?® de suelo, respectivamente) con la intencion de observar reducciones en el crecimiento
aun en el corto periodo de duracion de los ensayos. Por lo que, la ausencia de efectos sobre
las variables de crecimiento vegetal causados por los nematodos, podria atribuirse o bien a

la variabilidad observada en el crecimiento entre distintos plantones del mismo cultivar, en
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nuestras condiciones experimentales, o bien a una pérdida de efectividad del in6culo de

nematodos.

3.2.1.2. Efectos de los AMFs

La inoculacion de Glomus spp. no mostr6 efecto sobre el crecimiento y
productividad de las plantas de tomate, excepto en el aumento experimentado en el peso
seco de la parte aérea de las plantas de tomate cv. Durinta micorrizadas por G. intraradices
0 por G. mosseae, en comparacion con la ausencia de indculo micorricico. La falta de
estimulacion del crecimiento y la productividad en plantas micorrizadas contrasta con la
documentada capacidad de estos hongos para promover el crecimiento vegetal y estimular
la disponibilidad y captacion de fosforo (Smith et al., 1997; Barea et al., 2002; Tawaraya et
al., 2006). No obstante, estos resultados coinciden con otros datos en la literatura sobre la
falta de respuesta de crecimiento a AMF en plantas de tomate bajo condiciones
experimentales en invernadero (Jaizme-Vega, 2002; Diedhiou et al., 2003). Ademas,
Goicoechea et al. (2000) incluso llegaron a observar una depresién en el crecimiento de
plantas micorrizadas y no infestadas en la asociacion entre alfalfa y G. mosseae.

3.2.1.3. Efectos del hongo Trichoderma harzianum

A pesar de los mdltiples resultados citados en la literatura donde T. harzianum
muestra cierta estimulacién del crecimiento vegetal (Windham et al., 1986; Kleifeld y Chet,
1992; Pandey et al., 2003), la respuesta de la planta frente a la inoculacion con Trichoderma
no es homogénea, ya que aunque la mayoria de las especies de Trichoderma no son
normalmente perjudiciales para las plantas, razas concretas de Trichoderma son patogénicas
para los cultivos y han sido documentadas como causantes de enfermedades en manzana,
maiz y alfalfa. Algunas razas también pueden producir metabolitos altamente fitotoxicos
(Bailey y Lumsden, 1998) e incluso, reducir el crecimiento vegetal, como recientemente
mencionaron Radwan et al. (2012).

En nuestros ensayos T. harzianum no ejercié efecto sobre la mayoria de las variables
de crecimiento de las plantas inoculadas, tal y como también observaron Martinez-Medina
et al. (2009), donde T. harzianum no afectd el peso fresco de la parte aérea en tomate.
Tampoco se observé efecto alguno sobre las plantas de tomate infestadas por M. incognita,
en contraposicion a lo documentado por Satyandra y Chaubey (2010). Unicamente, en
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tomate cv. Durinta, la inoculacién con T. harzianum aumenté el contenido en clorofila y
disminuyd la temperatura de la cubierta vegetal de las plantas indicando que, el hongo
oportunista per se mejord el nivel nutricional de la planta, tal y como mencionaron Spiegel y
Chet (1998) y Sharon et al. (2001).

3.2.1.4. Efectos de la interaccion AMF x Trichoderma harzianum

La aplicacién conjunta de Glomus spp. y T. harzianum, en tomate cv. Durinta,
mostrd mayores valores de peso seco de la parte aérea, en comparacion con la
micorrizacion exclusiva por G. intraradices, coincidiendo con los resultados de Camprubi et
al. (1995), donde el crecimiento de Citrus reshni fue estimulado por la inoculacién
combinada de G. intraradices y T. aureoviride; y en contraposicion con los resultados de
Martinez-Medina et al. (2009), donde la inoculacion dual de microorganismos disminuy6 el
peso fresco de la planta, en comparacion con las plantas Unicamente micorrizadas.
También en cv. Durinta, se observd una interaccion significativa entre G. mosseae y T.
harzianum, los cuales en aplicacion conjunta, redujeron significativamente la temperatura de
la cubierta vegetal, en comparacion con la aplicacién individual de G. intraradices, G.
mosseae 0 T. harzianum. Las plantas tienen mecanismos propios de regulacion de la
temperatura, destacando la transpiracién. Este proceso, ademas de absorber energia, evita
excesos de temperatura que puedan menguar el buen funcionamiento fisiol6gico y la
integridad de las estructuras vegetales. La mayoria de la transpiracion de la planta se realiza
a través de los estomas y, en menor medida, por la cuticula. Cada especie posee una
determinada capacidad de regulacion de la propia temperatura y varia, en general, segin la
parte de la planta, del estado fisiolégico y del estrés (Anglés, 2001), por lo que la mayor
capacidad de reduccion de la temperatura implica un estado fisioldgico mas sano en la
planta.

El resto de variables relacionadas con el crecimiento y la productividad vegetal, en
ambos cultivares, no se vieron afectadas de forma significativa por las interacciones o
combinaciones de microorganismos, coincidiendo con Martinez-Medina et al. (2011), cuyas
plantas de meldn, coinoculadas con AMF y T. harzianum, no mostraron un efecto aditivo
sobre el crecimiento y el estado nutricional de la planta.
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3.2.2. EFECTOS SOBRE LA MICORRIZACION
En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (neméatodos, AMFs y Trichoderma) sobre las variables relacionadas con la

micorrizacion en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.

Tomate cv. Durinta Nematodo AMFs ‘ T. harzianum

Frecuencia, F% @ > M. incognita | g ns
Intensidad, M% @ > M.incognita | g ns
Int. media, m% ns ns ns
Tomate cv. Josefina Nematodo T. harzianum
Frecuencia, F% @ > M. incognita | g ns
Intensidad, M% @ > M.incognita | g ns
Int. media, m% @ > M. incognita ns ns

ns. No significativo. @: sin inoculacion de nematodo, AMF u hongo
oportunista.

3.2.2.1. Efectos de los nematodos

Tanto en el cv. Durinta como en el cv. Josefina, se apreciaron reducciones en las
variables de micorrizacién en presencia de M. incognita, excepto en m% en plantas de
tomate cv. Durinta. En muchos casos, el establecimiento de la micorriza es afectado
cuando los nematodos son inoculados simultdneamente junto con los AMF, pero cuando el
AMF ha colonizado las raices antes de la infestacion por el nematodo las variables de
micorrizacion se afectan levemente (Talavera et al., 2002), siempre que el indculo de
nematodos no sea demasiado elevado. Uno de los mecanismos propuestos para la
reduccién de la micorrizacion debida a la infestacion por el nemétodo fue documentado
por Jenkins y Taylor en 1967. Estudiaron como M. javanica invadio el cilindro vascular de
la planta y los tejidos de alrededor se vieron afectados por la formacion de las agallas. El
transporte de agua y metabolitos a través de las raices alteradas se interrumpio, y este hecho
interfiere con el movimiento de metabolitos necesarios para el AMF. Sin embargo, aunque
en nuestro estudio M. incognita fue inoculado varias semanas después que Glomus spp.,
permitiendo a la micorriza colonizar una elevada proporcion de raices antes de la
infestacion del neméatodo, el establecimiento de Glomus spp., en general, disminuy6 debido
a la infestacion por M. incognita, probablemente debido a las altas densidades de indculo
utilizadas en nuestros ensayos. Este hecho se encuentra apoyado por el reducido porcentaje
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de colonizacion y numero de vesiculas documentado en algunas interacciones micorriza-
nematodo (Smith y Kaplan, 1988; Camprubi et al., 1993; Jaizme-Vega ¢t al., 1997).

3.2.2.2. Efectos de los AMFs

Los porcentajes de frecuencia e intensidad de micorrizacion y de intensidad de
colonizacién media por fragmento, no mostraron diferencias en cuanto a la especie
micorricica inoculada, aunque en general, los tratamientos que incluyeron G. intraradices

fueron los que mostraron valores mayores para estas variables.

3.2.2.3. Efectos del hongo Trichoderma harzianum

Los resultados obtenidos en nuestros ensayos indicaron que, T. harzianum no tuvo
ningun efecto sobre las variables relacionadas con la micorrizacion. Estos resultados se
apoyan en estudios como los de Camprubi et al. (1995) y Vazquez et al. (2000); y contrastan
con el estudio de Calvet et al. (1992), donde Trichoderma spp. estimuld la germinacion de
esporas y el crecimiento del micelio de G. mosseae, y con el de Martinez-Medina et al.
(2009), donde la presencia de T. harzianum incrementd la colonizacion radical por G.
intraradices, G. constrictum y G. claroideum.

Aungue no se observaron interacciones o combinaciones significativas en el uso
conjunto de ambos hongos, en relacion a las variables de micorrizacion, los resultados
documentados de las investigaciones previas sobre las interacciones entre Trichoderma y los
AMFs difieren ampliamente, incluso cuando estan involucradas las mismas especies de
hongos. Por ejemplo, Trichoderma ha mostrado efectos antagonistas (Chu y Wu, 1981;
Cook y Baker, 1983; Camporota, 1985; Wyss et al., 1992; Rousseau et al. 1996; Brimner y
Boland, 2003), neutrales (Fracchia et al., 1998; Green et al., 1999) y estimulantes (Calvet et
al., 1992; Godeas et al. 1999; Vazquez et al., 2000; Martinez-Medina et al., 2009) sobre la
germinacion de esporas y colonizacion de los AMF. Esta variacion en la interaccion entre

AMF y Trichoderma podria atribuirse a las diferentes razas de las especies de hongos.

Martinez et al. (2004) indicaron que, Trichoderma afectd la colonizacion del AMF por
influir sobre la fase presimbiotica del hongo micorricico. Adicionalmente, otros estudios
indican que los hongos oportunistas pueden afectar el desarrollo y funcion del AMF
cuando éste esta dentro de la raiz (McAllister et al. 1994b, 1995).
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T. aureoviride puede enrollar sus hifas alrededor de las hifas de otros hongos
filamentosos. Este mecanismo se considera micoparasitismo y continta con la penetracion
de la pared celular y la disolucién del citoplasma en el hospedador (Calvet et al., 1989). La
penetracién de T. harzianum en la pared celular de otros hongos se atribuye a la
produccion de enzimas (Zeilinger et al., 1999), seguido por la liberacion de antibioticos que
evitan que el hospedador se restablezca (Lorito et al., 1996). También se ha documentado la
penetracién de T. harzianum en esporas e hifas de G. intraradices, originando la disolucién
del citoplasma de ambas estructuras (Rousseau et al., 1996).

La habilidad de Trichoderma spp. para impedir la colonizacién de las raices de las
plantas por los hongos micorricicos parece ser dependiente del orden de inoculacién de los
hongos. Tal y como indicaron McAllister et al. (1994b), el porcentaje de colonizacién de las
raices por G. mosseae se redujo, solo cuando las plantas fueron inoculadas simultaneamente
con Trichoderma koningii y G. mosseae, o cuando T. koningii se inoculd dos semanas antes
que el AMF. Sin embargo, no hubo efecto sobre el porcentaje de colonizacion cuando G.
mosseae se inoculd dos semanas antes que T. koningii. En nuestros experimentos evitamos
este posible efecto supresor mediante una doble inoculacion micorricica (32 y 18 dias

antes), previa a la inoculacion con T. harzianum.

3.2.3. EFECTOS SOBRE LA POBLACION DE NEMATODOS

En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (AMFs y Trichoderma) sobre las variables relacionadas con la infestacion por
M. incognita en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.

Tomate cv. Durinta AMFs T. harzianum

indice de agallas @ > G. mosseae @ > T. harzianum
N° J2 + huevos ns @ > T. harzianum
N° Hembras ns @ > T. harzianum
Eficacia Abbott ns T. harzianum>&J
Tomate cv. Josefina AMFs T. harzianum
indice de agallas @ > [G. intraradices, G. mosseae] | & > T. harzianum
N° J2 + huevos ns ns
N° Hembras ns ns
Eficacia Abbott ns ns

ns. No significativo. @: sin inoculacién de AMF u hongo oportunista.
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3.2.3.1. Efectos de los AMFs

La severidad de la enfermedad o indice de agallas se redujo en plantas micorrizadas
por G. mosseae en tomate cv. Durinta y por G. intraradices 0 G. mosseae en tomate cv.
Josefina, en comparacion con las plantas sin micorrizar. Sin embargo, no se observaron
efectos directos significativos de la micorrizacion sobre la densidad final de neméatodos, el
numero de hembras por maceta o la eficacia Abbott, para ninguno de los dos cultivares. En
la literatura se recogen estudios que indican la reduccion del dafio que provocan los
patdgenos sobre las plantas, gracias al establecimiento de la simbiosis con el hongo AMF
(Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Bi et al., 2007).

Ademas de los cambios en la capacidad de captacién de nutrientes en el sistema
radical, existen otros mecanismos del AMF responsables del control del patdgeno radicular
como son la compensacion de los dafios de la raiz, cambios morfolGgicos y anatémicos en
el sistema radical, efecto micorrizosférico sobre las poblaciones microbianas, competicion
por los fotosintatos o por los sitios de colonizacién/infestacion y activacion de los
mecanismos de defensa de la planta (Demir y Akkopru, 2005; Liu et al., 2007).
Adicionalmente, los tratamientos con Glomus spp. han sido documentados por incrementar
los contenidos en fenilalanina y serina en las raices de tomate (Suresh, 1980); estos
aminoacidos presentan efectos inhibitorios sobre los nematodos (Reddy, 1974). Varios
estudios demostraron una inhibicion de la actividad nematolégica en plantas micorrizadas
(Al-Raddad, 1995; Diedhiou et al. 2003). Sin embargo, Talavera et al. (2001) no revelaron
diferencias entre las plantas micorrizadas y no micorrizadas cuando G. mosseae y M.
incognita fueron inoculados simultdneamente. Esto sugiere que, no hay una Unica respuesta
en las poblaciones de nematodos a la inoculacion mediante AMF y que, esta respuesta
podria depender de las interacciones entre la planta hospedadora y el hongo. Se propone
una cierta extension de la micorrizacion para alcanzar un biocontrol suficiente. Saleh y
Sikora (1984) demostraron que, se necesitd una micorrizacion del 38% por G. fasciculatum
para el control de M. incognita en algodén. También se plantea la necesidad de una
micorrizacion previa a la infestacion (Talavera et al., 2001).

3.2.3.2. Efectos del hongo Trichoderma harzianum

La inoculacion con T. harzianum en tomate cv. Durinta redujo significativamente el

indice de agallas, la densidad final de neméatodos y el nimero de hembras de M. incognita
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presentes en las plantas infestadas e incrementd la eficacia Abbott para la reduccion de las
densidades de nematodos. Estos resultados coinciden con los resultados documentados
por Affokpon et al. (2011a) y Qureshi et al. (2012) sobre M. incognita y M. javanica,
respectivamente. Este hecho podria ser explicado porque, algunas razas de Trichoderma
pueden colonizar solo sitios locales sobre las raices (Metcalf y Wilson, 2001); sin embargo,
las especies rizosfera-competentes, como la que nosotros empleamos para nuestros
estudios, colonizan las superficies completas de las raices durante varias semanas (Thrane et
al., 1997) o incluso meses (Harman, 2000), estableciendo una zona de interaccién donde
Trichoderma libera moléculas bioactivas. EI hongo también produce enzimas que estimulan
las respuestas de resistencia de la planta, e incluso sus hifas pueden invadir la epidermis
radical. La penetracién del tejido de la raiz estd normalmente limitada a la primera o
segunda capa de células (Yedidia et al., 1999; Yedidia et al., 2000; Metcalf y Wilson, 2001);
sin embargo, una raza de Trichoderma stromaticum fue hallada en el sistema vascular del
cacao (Evans et al., 2003). Por tanto, aunque en general, Trichoderma no rivaliza por el
espacio con el nematodo, existen algunas evidencias sobre cierta competencia ocasional.
Otra teoria expone que, los nematodos fitopatdgenos podrian atacar las raices pero, en
presencia de Trichoderma, la infestacion estaria reducida por las moléculas liberadas y por
las alteraciones de la pared celular vegetal (Harman et al., 2004). A pesar de los resultados
documentados, en relacion al eficaz control del hongo sobre los neméatodos fitoparasitos, la
variabilidad de diferentes aislados en la supresion de los nematodos agalladores depende de
la patogenicidad de las especies fungicas, adaptabilidad climatica, el origen de los
nematodos e incluso de los cultivares estudiados (Harman, 2006; Sharon et al., 2007).
Trichoderma ha sido aislado en escasos huevos y hembras de nematodos demostrando su
pobre habilidad para parasitar estos patogenos (Siddiqui y Akhtar, 2008b), por lo que, no
seria este mecanismo el principal implicado en el biocontrol de los neméatodos fitoparasitos.

También observamos la reduccién en el indice de agallas en las plantas infestadas del
cv. Josefina, aunque no causd efecto sobre el resto de variables relacionadas con la
infestacion por el neméatodo. El primer contacto de T. harzianum y M. incognita fue dos
dias después de la inoculacion con el hongo oportunista y 20 dias después del trasplante. Al
no existir contacto previo al cultivo entre hongo y neméatodo, este hecho pudo ocasionar
menor efectividad en la reduccion de la enfermedad, tal y como relatan Dababat y Sikora
(2007) en su estudio donde, el tratamiento del sustrato infestado por neméatodos con los
aislados de Trichoderma en el momento del trasplante mostré una pobre reduccion en el
indice de agallas y, sin embargo, éste fue reducido significativamente cuando la inoculacion
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del hongo tuvo lugar una semana antes del trasplante. Por tanto, el nivel de biocontrol
podria mejorar significativamente, y de manera especial en tomate cv. Josefina, si el
nematodo es expuesto a Trichoderma durante un periodo de tiempo prolongado antes del
trasplante. También existen en la literatura datos que no arrojan resultados 6ptimos para el
uso de Trichoderma en control de enfermedades, como los documentados por Spiegel y
Chet (1998) y Dababat et al. (2006), que realizaron varios intentos en la utilizacion de
diferentes especies de Trichoderma para el control de nematodos paréasitos de plantas, pero
con niveles de control insatisfactorios.

3.2.3.3. Efectos de la interaccion AMF x Trichoderma harzianum

En tomate cv. Durinta, el indice de agallas mostré su reduccién mas efectiva en la
combinacién de G. mosseae y T. harzianum, aunque no fueron diferencias significativas en
relacion a la aplicacion individual de ambos hongos. Estos resultados se apoyan
parcialmente en los obtenidos por Martinez-Medina et al. (2011), donde las plantas de
meldn coinoculadas con AMF y el hongo oportunista mostraron similar supresion de la
enfermedad producida por Fusarium que las plantas inoculadas Unicamente con T.
harzianum. Habiendo podido comprobar anteriormente la capacidad individual supresora
de la severidad de la enfermedad de T. harzianum y de Glomus spp., la explicacion de esta
falta de efecto sinérgico supresor entre el hongo oportunista y el AMF se apoyaria en los
resultados documentados por Martinez-Medina et al. (2009), que observaron un efecto
antagonista sobre la poblacién de T. harzianum debida al AMF. Este hecho estaria basado
en modificaciones de los exudados radicales originadas por el hongo micorricico
(McAllister et al., 1995), influencia de las sustancias liberadas desde el micelio del AMF
sobre las poblaciones microbianas (Filion et al., 1999) y competicién entre Trichoderma y el
AMF en los primeros estadios (Green et al., 1999; McAllister et al., 1994b). Todos los
tratamientos redujeron el nimero de nematodos y hembras por maceta en relacion al
control, sin embargo, estas reducciones no fueron significativas. Como mecanismos de
supresion se proponen la reduccion en la eclosién, ya que T. harzianum es capaz de
penetrar en la matriz de la masa de huevos, interferencia en el sitio de reconocimiento e
invasion del hospedador, unién a la superficie radical, mortalidad de juveniles por la
produccion de metabolitos toxicos y componentes nematicidas y alteracion de los exudados
especificos radicales que controlan el comportamiento de los nematodos (Becker et al.,
1988; Racke y Sikora, 1992; Sahebani y Hadavi, 2008). Los tratamientos mas efectivos en la
reduccién de la densidad final de nematodos fueron los que combinaron G. intraradices y
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T. harzianum y la aplicacion individual del hongo oportunista. Segun datos aportados por
Martinez-Medina et al. (2009), la combinacién de AMF y T. harzianum mostr6 un efecto
sinérgico sobre el control de la enfermedad. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de
Linderman (1988), donde AMF y el hongo oportunista funcionan en tdndem para controlar
la enfermedad en las raices. Este incremento de biocontrol podria deberse a la combinacién
de agentes con modos de accion diferentes o complementarios, recreando la situacion real
de la rizosfera (Whipps, 2001).

Por su parte, en tomate cv. Josefina, los tratamientos mas efectivos en la reduccion
del indice de agallas fueron los Unicamente micorrizados y los que, ademas, incluyeron T.
harzianum; sin embargo, aunque la combinacion de ambos hongos alcanz6 mayor
efectividad que la utilizacion simple de la micorrizacion o el hongo oportunista, no llegaron
a ser diferencias significativas. Masadeh et al. (2004) también obtuvieron igual
comportamiento cuando combinaron G. intraradices y Trichoderma viride para biocontrol de
nematodos agalladores en tomate. La combinacion de estos dos hongos no mostrd efectos
sinérgicos hacia M. hapla y M. incognita, en experimentos de invernadero. La razén podria
deberse al antagonismo que presentan estos dos agentes. Incluso las interacciones de
hongos saprofitos con AMF pueden diferir entre especies del mismo género. Por ejemplo,
se observé competicion entre G. mosseae y Trichoderma koningii (McAllister et al. 19944, b),
e interaccion sinérgica entre G. mosseae y Trichoderma aureoviridae (Calvet et al. 1993).
Ademés, los estudios que demostraron interacciones entre G. intraradices y T. harzianum
han documentado tanto antagonismo (Green et al., 1999; Rousseau et al., 1996) como
sinergismo (Datnoff et al., 1995). Paralelamente, todos los tratamientos redujeron el
nimero de nematodos, independientemente de que los microorganismos se aplicaran
individual o conjuntamente. Incluso existe literatura donde la combinacion de
microorganismos proporciona biocontrol nulo o negativo, en comparacion con el uso
individual de los agentes (Larkin y Fravel, 1998; De Boer et al. 1999). EI nimero de
hembras también fue reducido en todos los tratamientos, destacando aquellos Unicamente
micorrizados, Unicamente inoculados con T. harzianum y el tratamiento que combiné G.
mosseae y T. harzianum. Datnoff et al. (1995) observaron mayor efecto supresor sobre
Fusarium con la combinacion de T. harzianum y G. intraradices, que con algunos de los dos
hongos aplicados individualmente. Ademas, Dong y Zhang (2006) y Sikora et al. (2008),
documentaron que los exudados radicales de plantas micorrizadas estimulan a otros
microorganismos beneficiosos presentes en el suelo, como Trichoderma. Destaco la mayor

eficacia Abbott en los tratamientos con T. harzianum, G. intraradices o G. mosseae
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individualmente y la accion conjunta de G. mosseae y T. harzianum, en comparacion con las
plantas control infestadas. Aunque las combinaciones de agentes de biocontrol se
recomiendan para optimizar los beneficios potenciales de varios agentes (Meyer y Roberts,
2002), algunos estudios han demostrado los efectos nulos o negativos de aplicaciones de
agentes combinados (Oyekanmi et al., 2007), con incompatibilidad entre microorganismos
causando una combinacion menos efectividad que la aplicacion de un agente individual
(Meyer et al., 2001). Existen casos en los que la incompatibilidad de los co-inoculantes
puede aumentar y se inhiben entre si, asi como a los pat6genos diana (Leeman et al., 1996).
Por tanto, un factor primordial para el desarrollo exitoso de las mezclas de especies es la
compatibilidad de los microorganismos inoculados conjuntamente (Baker, 1990; De Boer et
al., 1997; Meyer y Roberts, 2002).

Por tanto, la compatibilidad entre los aislados fangicos, el cultivar hospedador vy el
suelo juegan un importante papel en la proliferacion, persistencia y eficacia de Trichoderma
spp. Es esencial que los agentes de bioproteccion y biocontrol sean capaces de coexistir,
competir y persistir en el ambiente, colonizar rapidamente y proliferar con eficiencia sobre

raices recién formadas (Sariah et al., 2005).

3.3. ENSAYO 3. EFECTOS DE LA MICORRIZACION Y APLICACION AL SUELO
DE EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES SOBRE EL
PATOSISTEMA TOMATE-M. INCOGNITA

El interés mundial por respetar el medioambiente y la salud humana se encuentran
asociados a la preocupacion por el uso de pesticidas y nematicidas sintéticos. Las nuevas
normas y principios para la consecucion de una agricultura sostenible hacen, por tanto,
necesaria la aplicacion de métodos de control de nemétodos alternativos con nematicidas
menos toxicos (Noling y Becker, 1994). Los fitoquimicos son buenos candidatos porque
pueden usarse como nematicidas por si mismos, o pueden servir como modelos para el
desarrollo de derivados sintetizados quimicamente con actividad mejorada y/o respetuosos
con el medioambiente (Chitwood, 2002; Park et al., 2005). Ademéas, muchos de los
fitoquimicos, aunque ciertamente no todos, son mas seguros para el medioambiente y la
salud humana que los nematicidas quimicos tradicionales. Recientemente, existe un interés
creciente en la utilizacion de los extractos vegetales o los aceites esenciales como
alternativas a los tratamientos nematicidas sintéticos (Deprasad et al., 2000; Oka et al.,
2000a, b; Rodriguez-Kabana y Simmons, 2005; Douda et al., 2010). Simultaneamente, los

Maria Elena Flor Peregrin 211



Discusion Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne AMFs-Extractos

aceites esenciales también pueden presentar actividad antifingica (Fiori et al., 2000;
Cardenas-Ortega et al., 2005) y antitermitica (Park y Shin, 2005).

Aungue los mecanismos de actuacion de los fitoquimicos frente a patdgenos del
suelo no estan claros, se puede proponer la produccién de amoniaco y productos de
descomposicion, sustancias activas que los integran, cambios en la permeabilidad de la
membrana y estimulacion de agentes de proteccion o control bioldgicos (Oka et al., 2000b;
Abbasi et al., 2005; Ntalli et al., 2010). Por tanto, es importante conocer el control que
ejercen los extractos vegetales y los aceites esenciales sobre los nematodos agalladores.

3.3.1. EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA PRODUCTIVIDAD VEGETAL

En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (nematodos, AMFs y extractos vegetales) sobre las variables de crecimiento y
productividad vegetal en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.

Tomate cv. Durinta Nematodo ‘ AMFs ‘ Extractos
Longitud parte aérea ns ns [Ajo, Tomillo]>[Neem, Quassia, &]
Peso fresco parte aérea ns Ao 1: G. mosseae> [G. intraradices, @] ns

p Ao 2: G. intraradices>@
Peso seco parte aérea ns G. mosseae> [G. intraradices, @] ns
Peso fresco raices ns ns ns
Numero de flores ns ns ns
Numero de frutos ns ns ns
Peso fresco de frutos ns ns ns
Contenido en clorofila ns ns ns
T de la cubierta vegetal | M. incognita>@ ns [Ajo, Neem, Tomillo] >@
Tomate cv. Josefina Nematodo Extractos
Longitud parte aérea ns ns ns
Peso fresco parte aérea ns ns ns
Peso seco parte aérea ns ns ns
Peso fresco raices ns ns ns
Numero de flores ns ns ns
Numero de frutos ns ns ns
Peso fresco de frutos ns ns ns
Contenido en clorofila Afio 1: ns Afio 1: G. intraradices>@ Ao 1: Neem >Quassia

AR 2: ns Ao 2: G. mosseae>Q Afo 2: [Tomillo, @ ] > [Ajo, Neem, Quassia]

T2 de la cubierta vegetal ns ns [Ajo, Neem, Tomillo] > [Quassia, @ ]

ns. No significativo. @: sin inoculacion de nematodo, AMF o extracto vegetal.

Maria Elena Flor Peregrin 212



Discusion Efecto de antagonistas sobre Meloidogyne AMFs-Extractos

3.3.1.1. Efectos de los nematodos

La infestacion por M. incognita no afectd a la mayoria de las variables de crecimiento
y productividad vegetal de ambos cultivares de tomate. Exclusivamente en cv. Durinta, la
presencia del nematodo aumentd la temperatura de la cubierta vegetal, evidenciando el
estrés hidrico provocado por la infestacion. La temperatura de la cubierta vegetal se utilizo
como un indicador del estrés hidrico del cultivo de cafia de azucar (Inman-Bamber y De
Jager, 1986) y de trigo (Ehrler et al. 1978; Siddique et al., 2000); también se emplea como
un indicador del estrés vegetal inducido por hongos fitopatégenos y nematodos
fitoparasitos (Nicolas et al., 1991). Smiley et al. (2005a) documentaron una temperatura de
la cubierta vegetal 4°C mas elevada en plantas control, que en las tratadas con Aldicarb,
indicando el elevado estrés hidrico sufrido por la planta en suelos con alta poblacién de
Pratylenchus neglectus. Similares resultados se detectaron para trigo en suelos infestados por
P. thornei (Smiley et al., 2005b).

Al igual que en el ensayo con Trichoderma, las densidades de in6culo en nuestros
ensayos fueron bastante elevadas, (afio 1: 1532+49 y afio 2: 1378+63 J2s por 500 cm® de
suelo, respectivamente), con la intencion de observar reducciones en el crecimiento aln en
el corto periodo de duracion de los ensayos. Por tanto, la ausencia de efectos sobre las
variables de crecimiento vegetal causados por los nematodos, podria atribuirse o bien a la
variabilidad observada en el crecimiento entre distintos plantones del mismo cultivar, en
nuestras condiciones experimentales, o bien a una pérdida de efectividad del in6culo de
nematodos.

3.3.1.2. Efectos de los AMFs

En tomate cv. Durinta, la inoculacién con G. mosseae, en el primer afio de ensayo, y
de G. intraradices, en el segundo, aumentd el peso fresco de la parte aérea; ademas, el peso
seco de la parte aérea se vio incrementado en aquellas plantas micorrizadas por G. mosseae.
En tomate cv. Josefina, Gnicamente el contenido en clorofila aumento en el primer afio de
ensayo, con la inoculacién de G. intraradices, y en el segundo afio con la inoculacion de G.
mosseae. Esto datos coinciden con numerosos estudios, donde sus autores relatan la
estimulacion del crecimiento y productividad vegetal como consecuencia de la
micorrizacion, como Ozgonen y Erkilic describieron en 2007.
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3.3.1.3. Efectos de los extractos vegetales y los aceites esenciales

Nuestros resultados revelaron que, las plantas que recibieron aplicacion de extracto
de A. sativum o de aceite de T. zygis tuvieron mayores valores de longitud de la parte aérea
en plantas de tomate cv. Durinta, no apreciandose ningun efecto fitotoxico en las variables
de crecimiento debido a sus aplicaciones. En contraste, Chitwood (2002) documento6 que,
la inmersion de raices de tomate en soluciones ricas en allicin, como medida profilactica,

presentd problemas de toxicidad para la planta.

A excepcién del dato anteriormente mencionado, la aplicacién de extractos y aceites
no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento de las plantas, como documentaron Ipsilantis et
al. (2012). En cambio, otros aceites, como el de ricino, han destacado por mostrar mayor
crecimiento longitudinal en las plantas donde se han aplicado (Katooli et al., 2010). Rossner
y Zebitz (1986) también indicaron que, las plantas de tomate infestadas con neméatodos
agalladores en invernadero mostraron un incremento significativo en el crecimiento, en
suelos que recibieron aceite de A. indica. Por el contrario, algunos aceites esenciales
causaron una inhibicién de la germinacion, sugiriendo un potencial uso como bioherbicidas
(Dudai et al., 1999). Akut (1991) y Agbenin et al. (2004) documentaron reducciones
iniciales en el crecimiento vegetal en invernadero, debidas al polvo de semilla de A. indica.
El estudio de Agbenin et al. (2004) también reveld que, estas reducciones en el crecimiento
vegetal revertian tras tres semanas, resultando en un aumento final en el crecimiento y
productividad del tomate, lo cual sugiere que el polvo de semilla de A. indica, mezclado
con el suelo en el trasplante, podria ser parcialmente fitotoxico, por lo que la aplicacion
deberia realizarse 2-3 semanas antes del trasplante (Agbenin et al., 2004). La disolucion que
utilizamos en nuestro ensayo, aunque aplicada segun recomendacion del fabricante, pudo
igualmente haber desplegado cierto efecto toxico para las plantas de tomate, pero no
podemos asegurar si tras un determinado tiempo este efecto negativo hubiera revertido o,
incluso, podria haber aumentado.

En cuanto a la productividad, en el primer afio de ensayo, las plantas de tomate cv.
Josefina inoculadas con aceite de A. indica mostraron mayor contenido en clorofila que las
que recibieron extracto de Q. amara. En el segundo afio, la aplicacion de aceite de T. zygis
0 la ausencia de fitoquimico mostraron valores de contenido en clorofila mayores que el
resto. En ambos cultivares de tomate, la aplicacion de extracto de A. sativum, aceite de A.
indica o de T. zygis aumentd la temperatura de la cubierta vegetal, indicando un posible
efecto fitotdxico. Aunque no podemos determinar qué parte del efecto sobre la
temperatura de la cubierta se atribuye al estrés ocasionado por la infestacion del neméatodo
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y cual a la fitotoxicidad del aceite, Ntalli et al. (2010) documentd que el efecto negativo
observado sobre las plantas podria deberse a la acumulacion de productos de
descomposicion en el suelo, especialmente nitratos y nitrogeno amoniacal.

3.3.1.4. Efectos de la interaccion AMF x Extractos vegetales y aceites esenciales

En cv. Josefina, las plantas con mayor contenido en clorofila fueron las micorrizadas
exclusivamente por G. mosseae 0 la combinacion de este hongo con aceite esencial de T.
zygis. Estos resultados se apoyan parcialmente en los documentados por Nagesh et al.
(1999b), que observaron que las micorrizas en combinacion con enmiendas organicas de
A. indica dieron mayores parametros de crecimiento vegetal y productividad, comparados a
las plantas tratadas con carbofuran; y sugieren, al menos, un efecto aditivo entre la

micorrizacion y el aceite esencial de T. zygis.

3.3.2. EFECTOS SOBRE LA MICORRIZACION
En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (nematodos, AMFs y extractos vegetales) sobre las variables relacionadas con

la micorrizacion en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.

Tomate cv. Durinta Nematodo Extractos

Frecuencia, F% @ > M. incognita | G. intraradices>G. mosseae Quassia> Tomillo
Intensidad, M% @ > M. incognita | G. intraradices>G. mosseae ns
Int. media, m% @ > M. incognita ns ns

Tomate cv. Josefina Nematodo Extractos

Afio 1: Tomillo > [Neem, Quassia, @]

o . .
Frecuencia, F% @ > M. incognita ns Afio 2: Quassia> [Ajo, Neem, Tomillo, @]
Intensidad, M% @ > M. incognita ns Tomillo > [Ajo, Neem]

Int. media, m% ns ns ns

ns. No significativo. @: sin inoculacion de nematodo, AMF o extracto vegetal.

3.3.2.1. Efectos de los nematodos

La infestacion por M. incognita redujo las variables de micorrizacion en ambos

cultivares, a excepcion de m% en el cv. Josefina. Estos resultados corroboran los obtenidos
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por Paulitz y Linderman (1991), quienes determinaron que el desarrollo de las micorrizas se
vio afectado por los nematodos agalladores.

3.3.2.2. Efectos de los AMFs

En plantas de tomate cv. Durinta, F% y M% fueron mas elevadas para G. intraradices
que para G. mosseae. En el cv. Josefina, no existieron diferencias significativas entre las
especies micorricicas. Como documentaron Meier et al. (2012), la colonizacion micorricica

de la raiz estuvo altamente influenciada por las especies vegetales ensayadas.

3.3.2.3. Efectos de los extractos vegetales y los aceites esenciales

En tomate cv. Durinta y en el segundo afio del ensayo con el cv. Josefina, el estudio
de las variables de micorrizacion indico que, las plantas que recibieron aplicacion de
extracto de Q. amara presentaron mayor F%, que las que recibieron aceite de T. zygis.
Calvet et al. (2001a) mostraron que, la colonizacion micorricica por G. intraradices en
plantas de tomate fue afectada negativamente por los tratamientos con carvacrol y timol
(presentes en el aceite esencial de tomillo), mientras la colonizacion por G. mosseae fue
inhibida solo por timol. Por tanto, un efecto inhibidor del timol podria haber sido el
causante de la menor frecuencia de micorrizacion observada en nuestros ensayos, en el
tratamiento con aceite esencial de T. zygis. En cambio, durante el primer afio de ensayos
con el cv. Josefina se observo el efecto contrario ya que, las plantas tratadas con aceite de
T. zygis mostraron mayor F% que las tratadas con extracto de Q. amara, por lo que los
efectos de la aplicacion de aceites y extractos vegetales sobre las variables de micorrizacion
parecen ser también dependientes del cultivar o de las condiciones ambientales.

En el cv. Josefina, las plantas tratadas con aceite de A. indica mostraron menor F% y
menor M% que las tratadas con aceite de T. zygis 0 Q. amara. Un estudio del impacto de
los pesticidas bioldgicos sobre los AMF, realizado por Ipsilantis et al. (2012), determiné
que la aplicacion en maceta de azadirachtin ejercié inhibicion selectiva sobre Glomus
etunicatum, realizando cambios significativos y persistentes en la comunidad fangica. Este
hecho se explicaria por inhibicion directa del azadirachtin sobre G. etunicatum. Wan y Rahe
(1998) mostraron in vitro que azadirachtin poseia una baja toxicidad sobre G. intraradices,
comparado con otros biopesticidas, pero que aun asi ejercia efectos inhibitorios sobre la

micorrizacion, tal y como hemos observado en nuestros ensayos.
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En cuanto a los efectos positivos sobre la micorrizacion, observados con algunos
extractos vegetales como el de Q. amara, Sankaranarayanan y Sundarababu (1997) y, mas
recientemente, Bharadwaj y Sharma (2006), documentaron el efecto positivo de las
enmiendas organicas de restos de plantas utilizadas para extraccion de aceites esenciales
sobre la poblacién de esporas de los AMF y la colonizacion micorricica. La adicion de estas
enmiendas organicas podria influir sobre la fisiologia de las plantas y provocar alteraciones

en la naturaleza de los exudados radicales, lo cual mediaria en la colonizacién micorricica.

3.3.2.4. Efectos de la interaccion AMF x Extractos vegetales y aceites esenciales

En plantas de tomate cv. Durinta, el tratamiento que auné G. intraradices, aceite de
A. indica y M. incognita alcanzd mayores valores significativos de F%, en comparacién con
la combinacién que incorpor6 G. mosseae; ademas, los minimos valores de M%,
correspondieron a los tratamientos que agruparon G. mosseae, aceite de A. indica o de T.
zygis y M. incognita. Segun estos resultados, podemos determinar que ciertos aceites
esenciales, especialmente el procedente de A. indica, puede ejercer supresion sobre el
desarrollo de G. mosseae, llegando incluso a reducir el crecimiento micelial. Ademas, en
nuestros ensayos observamos, en el caso del cv. Josefina, interacciones significativas entre
los AMFs y extractos o aceites, que se tradujeron en que el aceite de T. zygis aumento la
frecuencia de micorrizacion por G. mosseae, pero la redujo con G. intraradices, lo cual
confirma la hipétesis sugerida por Trappe et al. (1984) de que, existe una variacion genética
inherente entre los AMF respecto a la tolerancia a los biopesticidas. La morfologia de las
esporas de los AMF destaca como una de las causas mas probables de su diferente
tolerancia a los posibles efectos toxicos de los componentes de los aceites (Schenck y
Pérez, 1988).

3.3.3. EFECTOS SOBRE LA POBLACION DE NEMATODOS

En el siguiente cuadro se muestra un resumen de los efectos de los factores
individuales (AMFs y extractos vegetales) sobre las variables relacionadas con la infestacion
por M. incognita en tomate, para los cultivares Durinta y Josefina.
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Tomate cv. Durinta AMFs Extractos

Indice de agallas @ > G. mosseae ns

N° J2 + huevos ns @> [Ajo, Neem]
N° Hembras ns @> [Ajo, Neem]
Eficacia Abbott ns Neem > [Quassia, @]
Tomate cv. Josefina AMFs Extractos
indice de agallas @ > [G. intraradices, G. mosseae] | @ > [Quassia, Tomillo]
N° J2 + huevos @ > [G. intraradices, G. mosseae] ns

N° Hembras @ > [G. intraradices, G. mosseag] ns

Eficacia Abbott [G. intraradices, G. mosseag] >@ ns

ns. No significativo. @: sin inoculacion de AMF o extracto vegetal.

3.3.3.1. Efectos de los AMFs

En el cv. Durinta, a pesar de que F% y M% fueron mayores en las plantas inoculadas
con G. intraradices, fue G. mosseae el que redujo de manera significativa el indice de agallas;
el resto de variables no se vieron afectadas por la micorrizacién. En el cv. Josefina, el indice
de agallas y el ndmero de nematodos y hembras por maceta disminuyeron
significativamente en las plantas micorrizadas, independientemente del AMF utilizado. De
la Pefia et al. (2006) consideraron que la supresion de los nematodos, ocasionada por los
AMF, no ocurre a través de una respuesta sistémica de la planta sino a través de
mecanismos locales, aunque también pueden influir cambios fisiolégicos en las raices que
provocan condiciones desfavorables para el desarrollo de los nematodos, mas que una
directa competicion por el espacio. Vos et al. (2012) sugirieron que, G. mosseae reduce el
nimero de nematodos agalladores mediante la intervencion en las primeras etapas de la
infestacion, concretamente durante la penetracion en la raiz, y en los siguientes estadios del
ciclo de desarrollo, por tanto, el ciclo de vida del nematodo se ralentizaria en raices
micorrizadas. EI AMF podria afectar la movilidad o el comportamiento del juvenil para
encontrar al hospedador en el suelo. Para penetrar en las raices, los nematodos se guian
hacia un hospedador y sitio de infestacién adecuados gracias a la exudacion radical (Wuyts
et al. 2006b; Curtis et al. 2009). La simbiosis micorricica provoca diferencias cuantitativas y
cualitativas en los exudados radicales (Jones et al., 2004), en cuanto a los aminoécidos,
flavonoides, compuestos fendlicos, azlcares y acidos organicos (Lioussanne et al., 2009).
Debido a varios compuestos fendlicos, se han documentado efectos negativos sobre la
quimiotaxis, movilidad y supervivencia de los neméatodos (Wuyts et al., 2006a). Vos et al.
(2011) observaron que, los exudados radicales desde plantas micorrizadas de tomate
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redujeron la penetracion radical de M. incognita y el juvenil fue paralizado temporalmente in
vitro, cuando se expuso a estos exudados. Ademas, los nematodos que encuentran un sitio
de infestacion también deben superar otras barreras como el refuerzo en la pared celular
que se crea en las raices micorrizadas. Dehne (1982) observé un incremento en la
lignificacion de las células radicales inducida por la colonizacién micorricica; ademas de
que, los mecanismos de defensa vegetal se activan transitoriamente en respuesta a la

simbiosis micorricica (Gianinazzi-Pearson et al., 2009).

3.3.3.2. Efectos de los extractos vegetales y los aceites esenciales

En relacion a la infestacion por el neméatodo, en el cv. Durinta, el indice de agallas no
se vio afectado por la aplicacion de extractos vegetales y aceites esenciales, coincidiendo
con Grandison (1992) que no observé ningun efecto directo de las sustancias purificadas
de semillas de A. indica sobre los juveniles de M. javanica. Sin embargo, en el cv. Josefina,
esta variable relacionada con la infestacion de M. incognita fue la Unica afectada ya que, el
extracto de Q. amara y el aceite de T. zygis redujeron la severidad de la enfermedad. La
mayor efectividad de los tratamientos que incorporaron estos aceites se reafirma,
parcialmente, con los resultados aportados por Calvet et al. (2001a) donde el thymol ejercio
control muy efectivo al no existir agallas en el sistema radical de las plantas infestadas por
M. javanica, por Zouhar et al. (2009) que mostraron la supresion de Thymus vulgaris sobre
Ditylenchus dipsaci y por Cetintas y Yarba (2010) donde, de entre los aceites ensayados,
fueron el de A. sativum y el de T. vulgaris los que dieron mejores resultados como métodos
de control de nematodos de raices en areas de produccién de tomate. Paralelamente, el
efecto supresor del aceite de Quassia fue relatado por Chitwood (2002) que observé que los
quassinoides, procedentes de la madera del arbol de Quassia amara, disminuyeron la

movilidad en los nematodos.

En plantas de tomate cv. Durinta, el extracto de A. sativum y el aceite de A. indica
redujeron significativamente la densidad final de neméatodos y el nimero de hembras en
planta, en comparacion con la ausencia de extracto o aceite. Similares resultados ya habian
establecido que, los aceites esenciales de determinadas plantas superiores son
nematotoxicos e inhibidores de la eclosion de los huevos de M. incognita (Pandey et al.,
2000, Eucalyptus melliodora y Ocimum basilicum; Cristobal-Alejo et al., 2006, Eugenia
winzerlingii; Natarajan et al., 2006, Tagetes erecta; Elbadri et al., 2008, Ocimum basilicum;
Ahmad et al., 2010, Lantana cdmara). Ademas, nuestros resultados presentaron al aceite de
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A. indica como el mas efectivo en la reduccion de la densidad final de neméatodos. La
aplicacion de formulaciones de A. indica tras la invasion del neméatodo controla el
desarrollo de éste, reduciendo el nimero de hembras y de masas de huevos (Javed et al.,
2007). Por tanto, se demuestra que, los metabolitos nematicidas de A. indica (amoniaco,
fenoles, acidos grasos y volatiles solubles en agua), liberados durante la descomposicién del
aceite fueron absorbidos por las raices e interrumpieron el desarrollo y reproduccion de los
nematodos que ya las habian invadido. Sin embargo, el principal inconveniente del aceite de
A. indica es su ingrediente activo azadirachtin que se descompone rapidamente. Su breve
efecto residual (5-7 dias) hace necesarias varias aplicaciones (triple en nuestro ensayo),
aunque los efectos sistémicos persisten durante mas tiempo (Gahukar, 1995). La
persistencia de las formulaciones de A. indica depende del modo en que son aplicadas y del
tipo de formulacion por lo que, los productos de tipo acuoso y aplicados en plantas
directamente expuestas a la luz solar pueden perder su efecto (Javed et al., 2007).

La eficacia en la reduccién de la densidad final de nematodos, conseguida en el
tratamiento que incorpord exclusivamente aceite de A. indica en plantas de tomate cv.
Durinta, alcanzd un 84,5%. Abbasi et al. (2005) mostraron una reduccion del 67-90% en
poblaciones de Pratylenchus penetrans y M. hapla en raices de tomate.

Muchas investigaciones se han centrado en el estudio de aceites esenciales,
primordialmente en los metabolitos secundarios del arbol de A. indica y en el amplio rango
de formulaciones comerciales creadas a partir de ellos, con eficacia contra mas de 400
especies de insectos (Akhtar et al., 2008). Sin embargo, los productos refinados de
azadirachtin han mostrado escasa eficacia contra Meloidogyne spp. (Javed et al., 2007; Ntalli
et al., 2009), comparado con las enmiendas organicas de A. indica, probablemente debido a
la accion sinérgica entre las sustancias presentes en las enmiendas pero eliminadas en los
productos refinados (Ntalli et al., 2010). Ademas, los diferentes productos derivados de
neem contienen distintos niveles de ingredientes activos (Thoeming y Poehling, 2006).

A pesar de la eficacia demostrada por el aceite de A. indica en nuestros ensayos de
invernadero, este aceite, frecuentemente, ha mostrado escasa eficacia bajo condiciones de
campo. Este hecho ha sido principalmente atribuido a una baja accién sobre insectos
(Schmutterer, 1988; Isman, 2006), inestabilidad en el almacenamiento (Immaraju, 1998),
formulacion inconsistente (Isman et al., 1990) especialmente por la variabilidad en el
contenido en azadirachtin (Sidhu et al., 2003) y la degradacién por luz, pH (Sundaram,
1996; Sundaram et al., 1997; Caboni et al., 2002, 2006), temperatura (Stark y Walter, 1995;
Sundaram, 1996; Jarvis et al., 1998; Barrek et al., 2004;), y actividad microbiana (Stark y
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Walter, 1995). Ademas, la efectividad en solitario del aceite de A. indica contrasta con los
datos obtenidos por Javed et al. (2007), donde una formulacién de azadirachtin sin tratar
no detuvo la invasion de juveniles sugiriendo que, esta materia activa no fue absorbida o no
fue tdxica para los nematodos. Por tanto, un paso mas en nuestra investigacion seria el

estudio futuro de sus propiedades nematicidas mediante ensayos en parcelas.

Todas estas consideraciones se podrian aplicar al resto de extractos y aceites testados
y, de este modo, explicar la falta de reduccion significativa de la infestacién cuando se
aplicaron individualmente. Ademas, Wang et al. (2007) documentaron una posible
destruccion de los componentes con propiedades nematicidas en el proceso de destilacion.
En cualquier caso, aunque ciertos extractos o aceites reduzcan la eclosion de los huevos, no
causan la muerte, probablemente debido a que la cubierta protectora del huevo protege a
los juveniles J1 o J2 que se encuentran ain dentro, donde el componente nematicida del

extracto o aceite no es capaz de penetrar (Oka, 2012).

El efecto nematicida de los extractos vegetales y aceites esenciales también puede ser
atribuido a su elevado contenido de componentes oxigenados, los cuales son caracterizados
por sus propiedades lipofilicas que les permiten disolver la membrana citoplasmatica de las
células de los nematodos y sus grupos funcionales interfieren con la estructura de las
proteinas enzimaticas (Knoblock et al., 1989). La contribucion de cada componente del
aceite sobre la actividad nematicida es un modelo complicado de interaccion. Lahlou (2004)
concluyo que, la relacion entre la composicion del aceite y su actividad se atribuye, tanto a
sus principales componentes como a los que se encuentran en menor cantidad, existiendo
la posibilidad de que actlen conjuntamente de forma sinérgica o antagonista para
contribuir a la toxicidad total del aceite. Conocer el modo de accion de los aceites es
importante para el control de neméatodos ya que, podria aportar informacion sobre la
formulacion o aplicacion mas adecuada. Oka et al. (2000b) indicaron una relacion estrecha
entre las actividades nematicidas e insecticidas de los aceites esenciales. Enan (2001) y
Kostyukovsky et al. (2002) evidenciaron una interferencia con el neuromodulador
octopamina; y Miyazawa et al. (1998) observaron que los aceites esenciales de Mentha spp.
inhibieron la actividad acetilcolinesterasa.

3.3.3.3. Efectos de la interaccion AMF x Extractos vegetales y aceites esenciales

En tomate cv. Durinta, los tratamientos mas efectivos en la reduccion del indice de

agallas fueron la interaccién de Glomus spp. y extracto de A. sativum, G. mosseae y aceite de
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A. indica, la aplicacién individual de Q. amara y combinada con G. mosseae y la
combinacién de G. mosseae y aceite de T. zygis. En general, se observa el beneficio del
tratamiento dual. A la eficacia bioprotectora del AMF, se unié uno de los componentes
mas importantes de A. sativum, allicin, que segun datos recogidos por Chitwood (2002) es
causante de la inhibicion de la penetracion de las raices por los juveniles en un 50% y de la
eclosion de M. incognita. Dialil-disulfuro, presente en el extracto de ajo, redujo el indice de
agallas hasta un 20% (Calvet et al., 2001a). Los datos obtenidos, sobre la mayor eficacia del
aceite de T. zygis en el control de nematodos, se apoyan en el estudio realizado por Soler-
Serratosa et al. (1996) usando T. vulgaris. Timol y carvacrol son monoterpenos fendlicos
volétiles presentes en el aceite esencial de tomillo. La adicion de timol al suelo redujo
dréasticamente las poblaciones finales de M. arenaria, H. glycines, Paratrichodorus minor y
dorilaimidos. Oka et al. (2000b) encontraron que el aceite esencial de T. vulgaris redujo la
movilidad de los juveniles y la eclosion de los huevos de M. javanica. Insunza et al. (2001a;
2001b) demostraron que la exposicién a extractos acuosos de Thymus serpyllum fue letal en
Xiphinema index y X. americanum. Ademas, el aceite esencial de tomillo y sus principales
componentes son fungicidas y antibacterianos (Kurita et al., 1981; Janssen et al., 1987;
Paster et al., 1990; Panizzi et al., 1993; Muller-Ribeau et al., 1995; Daferera et al., 2000;
2003), herbicidas (Tworkoski, 2002; Angelini et al., 2003) e insecticidas (Duke et al., 1992).
Se encontr6 un mecanismo de bloqueo del sistema nervioso en timol y carvacrol en
insectos (Ryan y Byrne, 1988) y, en consecuencia, un modo similar de accién podria
proponerse para la accion del tomillo contra nematodos (Korayem et al., 1993). Del mismo
modo, en un estudio conducido por Elbadri et al. (2008) se demostrd que, de los aceites
ensayados contra Bursaphelenchus xylophilus, uno de los mas efectivos fue el de T. vulgaris
mostrandose en los resultados un porcentaje significativamente menor de agallamiento y de

masas de huevos.

En el cv. Josefina, para la variable indice de agallas, los tratamientos mas efectivos en
la reduccién del indice de agallas fueron los que combinaron Glomus spp. con extracto de
Q. amara o con aceite de T. zygis y la combinacion de G. mosseae con extracto de A.
sativum. Estas combinaciones redujeron en mayor medida la severidad de la enfermedad,
aunque no de forma significativa al comparar con la aplicacion individual del AMF o del

fitoquimico.

En el cv. Durinta, contrariamente a lo apreciado en la variable indice de agallas, se
podria determinar que en la reduccién de la densidad final de nematodos y del nimero de

hembras en planta tuvieron mayor eficacia los tratamientos de los fitoquimicos
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individuales, en comparacion con aquellos combinados con AMF. La falta de eficacia de la
combinacién de tratamientos se justificaria por una incompatibilidad entre los AMF
ensayados y los extractos vegetales o aceites esenciales. De este modo, la combinacién
podria frenar, en mayor medida, la entrada del nemétodo en las raices de la planta pero, una

vez infestadas, seria menos eficaz.

En cv. Josefina, el tratamiento més efectivo en la reduccion de la densidad final de
nematodos fue el que combind G. mosseae y extracto de Q. amara, cuyo valor no solo fue
significativamente menor que en el tratamiento control sino también que en los
tratamientos donde Unicamente se aplicé extracto vegetal o aceite esencial. Este mismo
tratamiento fue el méas efectivo en la reduccion del numero de hembras en plantas. La
potencial eficacia de los AMF como bioprotectores frente a los nematodos fitoparasitos
esta bien documentada y a esto se une el potencial del extracto de Q. amara documentado
por Mancebo et al. (2000), que mostraron su efecto inhibidor sobre Hypsipyla grandella al
actuar en su modo de alimentacion y crecimiento, o los datos mostrados por Flores et al.
(2008) que determinaron la disuasion de Bemisia tabaci al utilizar extracto crudo o distintas
fracciones de Q. amara, lo que podria explicarse por la presencia de quasinoides como
quasin y neoquasin (Polonsky, 1973).

Mediante el estudio de la eficacia Abbott, en cv. Durinta, comprobamos que no es
necesaria la coinoculacion con AMF ya que, en general, el aceite individualmente
proporciona mayor eficacia que cuando fue combinado con el hongo o cuando se inocul6
Glomus spp. exclusivamente. En plantas de tomate cv. Josefina, destacd la eficacia Abbott
del tratamiento que agrupd G. mosseae y la aplicacion de extracto de Q. amara; el resto de
tratamientos individuales o combinaciones de factores no consiguieron incrementar

significativamente esta variable en relacion al control sin tratar.

Una vez discutidos todos los resultados obtenidos en cada cultivar de tomate en los
dos afios ensayados se aprecia que, las combinaciones de hongo micorricico y extracto o
aceite mostraron mejores resultados sobre determinadas variables relacionadas con la
infestacion por M. incognita, aunque mayoritariamente de forma no significativa, que
cuando los factores fueron aplicados individualmente. No existe excesiva informacién
sobre su actuacién conjunta, aunque encontramos algunas investigaciones donde se
utilizaron enmiendas organicas de plantas utilizadas para extraccion de aceites esenciales. El
uso de AMF en combinacién con estas enmiendas organicas fue altamente beneficioso,
debido a la reduccion de la infestacion de neméatodos y al incremento de la productividad
(Rao et al., 1995; Parvatha Reddy et al., 1997; Sankaranarayanan y Sundarababu, 1997;
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Bharadwaj y Sharma, 2006). En la literatura se documentd que, los cambios rizosféricos
deseables, por adicion de aceite de ricino al suelo, facilitaron la utilizacion efectiva de G.
fasciculatum para el manejo de M. incognita en tomate (Rao et al., 1997Db).

En cualquier caso, resulta dificil comparar los resultados documentados en diferentes
estudios debido a que, la composicion de los aceites esenciales varia ampliamente
dependiendo de la region geografica, el cultivar, la edad de la planta y el método de secado
y extraccion del aceite.

A pesar de los resultados prometedores presentes en la literatura y de los favorables
obtenidos en nuestros ensayos, se hacen necesarias investigaciones futuras para evaluar los
aspectos econdmicos y determinar la concentracion y tiempo de aplicacion de los distintos
aceites esenciales y de su viabilidad para el uso en campo o en invernadero ya que factores
como la relacion neméatodo-planta hospedadora, la fitotoxicidad para los cultivos y la
estabilidad de los componentes nematicidas en el suelo (temperatura y pH), tienen que ser
estudiados para obtener una eficacia maxima en el manejo. Otro importante factor, para un
buen control utilizando preparaciones vegetales con componentes nematicidas, es el tipo de
suelo. Seria l6gico pensar que serian mas efectivos en suelos ligeros, como los arenosos,
que en los suelos pesados, porque en estos Gltimos los componentes activos podrian ser
absorbidos por la arcilla e inactivados; ademas, el bajo contenido en materia orgénica y la
buena aireacién también contribuyen. Al igual que otros métodos alternativos, los extractos
vegetales no son la solucién definitiva para la proteccién de cultivos, pero deberian
aplicarse especialmente en zonas donde se premia la seguridad y proteccion

medioambiental.

Segin nuestros resultados, se recomiendan estudios posteriores que incluyan
evaluaciones en microparcelas, con la finalidad de comprobar su efectividad en suelo. En
estudios de campo pueden interferir otras variables sobre los compuestos como las
propiedades del suelo, los microorganismos presentes y las condiciones ambientales.
Igualmente, se recomienda realizar estudios sobre el efecto que estos extractos pueden
tener en los microorganismos del suelo ya que, pueden existir efectos alelopaticos o
toxicos; asi como, la evaluacién del control de los extractos o aceites sobre otras especies
de nemétodos.
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3.4. DISCUSION GENERAL SOBRE LOS EFECTOS DE LA INOCULACION CON
M. INCOGNITA

3.4.1. EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y PRODUCTIVIDAD VEGETAL DEL TOMATE EN
LOS TRES ENSAYOS

El ensayo realizado entre 2007-2008, donde se estudiaron los efectos de las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y la bacteria hiperparasita, en plantas de
tomate cv. Durinta, la mayoria de las variables de crecimiento y productividad decrecieron
en presencia de M. incognita, como cabia esperar por la naturaleza parasita del nematodo.
Por su parte, las plantas de tomate cv. Josefina, aunque afectadas por el nemétodo,
mostraron las variables de crecimiento y productividad sensiblemente menos perturbadas
por la infestacion de M. incognita. Este hecho denota una posible mayor tolerancia del cv.
Josefina hacia la poblacion de neméatodos ensayada.

Sin embargo, en los ensayos realizados entre 2009-2010, tanto en el que se estudiaron
los efectos de Trichoderma, como en el que se testd la aplicacién de extractos vegetales o
aceites esenciales, la infestacién por M. incognita no afectd, en general, el crecimiento ni la
productividad vegetal de ambos cultivares de tomate. Esta ausencia de efectos sobre las
variables podria atribuirse o bien a la variabilidad observada en el crecimiento y
productividad entre distintos plantones del mismo cultivar, en nuestras condiciones

experimentales, o bien a una pérdida de efectividad del in6culo de neméatodos.

3.4.2. EFECTOS SOBRE LAS VARIABLES DE MICORRIZACION EN LOS TRES ENSAYOS
Nuestros estudios corroboran la literatura que documenta disminuciones en las
variables de micorrizacion, como consecuencia de la infestacion por nematodos ya que, los
resultados han mostrado que la infestaciébn por M. incognita redujo la mayoria de las
variables de micorrizacion, en todos los ensayos realizados. Excepcionalmente, en el cv.
Durinta, en el estudio con bacterias, se observé que las plantas infestadas por M. incognita
mostraron mayor frecuencia de micorrizacion que las no infestadas. Este aumento en la
variable F%, podria estar relacionado con una proliferacion radicular inducida por las
especies de Meloidogyne alrededor de sus sitios de alimentacion, lo que permitiria a los
AMFs colonizar nuevas raices y, con ello, incrementar el nimero de fragmentos

micorrizados (Gera-Hol y Cook, 2005).
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3.5. DISCUSION GENERAL SOBRE EL EFECTO DE LA MICORRIZACION

3.5.1. EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y PRODUCTIVIDAD VEGETAL DEL TOMATE EN
LOS TRES ENSAYOS

Los resultados evidencian que, existe variabilidad en los efectos de la micorrizacién
sobre el crecimiento vegetal. En el primer ensayo realizado, se observé que la micorrizacion
por G. mosseae, y en menor grado por G. intraradices, incrementd los valores de
crecimiento y productividad vegetal en tomate cv. Durinta; en contraposicion con lo
ocurrido en tomate cv. Josefina, donde se observd incluso el efecto contrario. Por tanto, se
confirma que, los efectos de la micorrizacion sobre el crecimiento y la productividad, en el
caso del tomate, son dependientes del cultivar (Barker et al., 1998). Similarmente, en el
tercer ensayo, donde se estudié la aplicacion de fitoquimicos en el suelo, los resultados
también mostraron estimulacion del crecimiento y la productividad vegetal como
consecuencia de la micorrizacién, apoyando estudios previos como los de Ozgonen y
Erkilic (2007).

Sin embargo, en el segundo ensayo, la inoculacion de Glomus spp. no mostro efecto
positivo, practicamente en la totalidad de las variables, sobre el crecimiento y productividad
de las plantas de tomate. Esta ausencia de estimulacion en las plantas micorrizadas
contrasta con la documentada capacidad de estos hongos para promover el crecimiento
vegetal (Barea et al., 2002; Tawaraya et al., 2006); aunque coincide con otros datos sobre la
falta de respuesta de crecimiento a AMF, en plantas de tomate bajo condiciones
experimentales en invernadero (Jaizme-Vega, 2002; Diedhiou et al., 2003).

3.5.2. EFECTOS SOBRE LAS POBLACIONES DE M. INCOGNITA EN LOS TRES ENSAYOS

Destaca la bondad obtenida en nuestros tres ensayos, en cuanto a los efectos
reductores de Glomus spp. sobre la poblacion de M. incognita, derivados de sus mecanismos
protectores e incrementados por la micorrizacion de los plantones previa a la infestacion
(Talavera et al., 2001), especialmente cuando la micorrizacion fue por G. mosseag,
coincidiendo con Vos ¢t al., (2012).
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Material y Métodos Enmiendas organicas sobre Meloidogyne Localizacion

1. MATERIAL Y METODOS

Se realizd un ensayo en campo para la evaluacion de la efectividad al combinar la
solarizacion del suelo y la aplicacion de gallinaza (sin tratar o peletizada) en el control de M.
incognita, en plantaciones de clavel protegido bajo plasticos en la zona de Chipona, Cadiz.

1.1. LOCALIZACION DEL ESTUDIO

Entre 2005 y 2010, se realizaron tres ensayos en campo, (experimento 1. 2005-2006,
experimento 2: 2007-2008, experimento 3. 2009-2010), en un invernadero protegido bajo
pléasticos en el centro IFAPA en Chipiona, Céadiz, Espafia, (36°44'56"’N 6°24'06"'W) (1.000
m?) (Figura 45a, b). El suelo del invernadero era arenoso-arcilloso (84% arena: 10% limo:
6% arcilla), pH 7,7, conductividad eléctrica 3,8 dS m™ y 0,5% materia organica y fue
desinfectado, previamente a los ensayos, con Telopic ¢c-35 (1,3-dicloropropeno 81,9% +
cloropicrina 46,5%) por inyeccion a una dosis de 35 ml por m? dentro del sistema de
irrigacién. Tras cubrir la superficie del suelo con un film transparente de polietileno durante
dos semanas, el suelo se descubrid y se dejé airear durante cuatro semanas previas a la
inoculacién con los neméatodos.

/ Figura 45a. Localizacion del invernadero utilizado en los ensayos (mapa).
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ﬁigura 45b. Localizacién del invernadero utilizado en los ensayos (vista aérm
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1.2. INOCULACION DEL SUELO CON M. INCOGNITA

Se recuperaron hembras, huevos y juveniles de M. incognita desde raices de tomate
(Hussey y Barker, 1973) y muestras de suelo (Whitehead y Hemming, 1965) de un terreno
cercano al centro IFAPA de Chipiona. Las hembras se utilizaron para identificar los
nematodos por su patron perineal (Hartman y Sasser, 1985) y SCAR-PCR (Zijlstra et al.,
2000). Para la reproduccién y el mantenimiento de la poblacion se utilizaron los huevos y

juveniles que se inocularon en plantas en macetas de tomate susceptible cv. Brillante.

El suelo del invernadero experimental se inoculd artificialmente con M. incognita
mediante el trasplante de plantas de tomate cv. Brillante infestadas (2,5 plantas por m?), de
dos semanas de edad, donde crecieron durante 6 semanas mas (Figura 46). Las partes
aéreas de las plantas se eliminaron, dejando las raices enterradas en el suelo durante 8
semanas mas. Posteriormente, el suelo del invernadero fue cuidadosamente labrado
transversalmente, regado por goteo hasta capacidad de campo y preparado para los

tratamientos.
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/ Figura 46. Inoculacion del suelo con M. incognita. \
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1.3. DISENO EXPERIMENTAL

El terreno se dividio en 48 parcelas individuales de 24 m? (6 x 4 m). Previamente a los
tratamientos, se estimaron las densidades de nematodos en suelo para cada parcela,
tomando muestras de suelo compuestas por unas 10 catas de 100 cm® de suelo cada una, y
estimando las densidades de neméatodos desde dos sub-muestras de 250 cm® de suelo
mezclado, segin el método de las bandejas de Whitehead (Whitehead y Hemming, 1965).
Se eligieron para los objetivos de este ensayo las 15 parcelas con las densidades de
nematodos mas homogéneas. Los tratamientos se realizaron sobre 12 (ensayos 1y 3) o 15
(ensayo 2) parcelas individuales utilizando un disefio de blogues completamente al azar
(CRBD) con tres repeticiones. Como controles se incluyeron parcelas no tratadas y parcelas
fumigadas con 1,3-dicloropropeno + cloropicrina. Las parcelas que recibieron enmiendas
organicas se mantuvieron en la misma localizacion a lo largo de los tres ensayos
consecutivos ya que, se ha citado que este tratamiento tiene un efecto de control de
patdgenos acumulativo a largo plazo, atribuible a un cambio gradual en las poblaciones
microbianas (Lazarovits et al., 2005). Las parcelas no tratadas y las fumigadas quimicamente
fueron reubicadas en los ensayos 2 y 3, siguiendo el mismo procedimiento descrito
anteriormente, con el propdésito de utilizar parcelas con densidades medias iniciales de
nematodos homogéneas en cada ensayo. Cada afio se realizaron analisis ANOVA, para
comprobar la homogeneidad de las densidades de neméatodos antes de los tratamientos.

Las restantes parcelas no incluidas en el disefio experimental, se plantaron cada afio
tanto con clavel cv. Master (susceptible a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi pero resistente a
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Meloidogyne spp.) (Martini et al., 1991), para comprobar y descartar la presencia de sintomas
de marchitez por Fusarium o con cv. Picaro (susceptible a Meloidogyne spp.), para mantener
un rango de densidades de nematodos en suelos en diferentes parcelas.

Los tratamientos aplicados a los suelos (cantidades y fechas de aplicacién), las fechas
de plantacién del clavel y los periodos de cosecha, para cada ensayo de campo, se muestran
en la tabla 39. Todos los tratamientos se repitieron al menos dos veces durante los tres
anos de ensayos.

Tabla 39. Tratamientos aplicados al suelo en una finca infestada por M. incognita, antes de la
plantacion de clavel cv. Picaro, con indicacion de las dosis aplicadas, fechas de plantacion y
periodos de cosecha.

Ensayo 1(2005-06) Ensayo 2(2007-2008) Ensayo 3(2009-2010)
Control sin tratar Control sin tratar Control sin tratar
Solarizacion Solarizacion
(24 junio- 22 julio, 2006) (5 junio - 20 julio, 2007)
Solarizacion Solarizacion Solarizacion
+ Gallinaza fresca (5 kg/m-) + Gallinaza fresca (2,5 kg/m2)  + Gallinaza fresca (2,5 kg/m2)
(24 junio - 22 julio, 2005) (5 junio - 20 julio, 2007) (14 julio - 17 agosto, 2009)
Solarizacion Solarizacion
+ Gallinaza pellet (3 kg/m2) + Gallinaza pellet (1,5 kg/m?)
(5 junio - 20 julio, 2007) (14 julio - 17 agosto, 2009)
1,3-dicloropropeno 81,9% 1,3-dicloropropeno 81,9% 1,3-dicloropropeno 81,9%
+ cloropicrina 46,5% (40 ml/m2) + cloropicrina 46,5% (40 ml/m2) + cloropicrina 46,5% (40 ml/m2)
(7 julio-22 julio, 2005) (22 junio - 14 julio, 2007) (5 agosto - 17 agosto, 2009)

Fecha plantacion: 28 julio, 2005  Fecha plantacién: 20 julio, 2007  Fecha plantacion: 27 agosto, 2009

Periodo de cosecha: Periodo de cosecha: Periodo de cosecha:
Diciembre 2005-Mayo 2006 Diciembre 2007-Mayo 2008 Diciembre 2009- Abril 2010

Las temperaturas del suelo a 15 y 30 cm de profundidad se registraron cada 5
minutos, en tratamientos de suelo solarizado y gallinaza, usando un registrador de
temperatura Campbell, ademas de para el control no tratado, a lo largo del periodo de
tratamiento del suelo. Las maximas temperaturas por hora de cada dia se compararon para

los diferentes tratamientos anteriormente mencionados.
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1.4. APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS AL SUELO

Previamente a todos los tratamientos, el suelo de cada parcela individual fue
minuciosamente arado, utilizando un cultivador (Rotavator, Howard Iberica S.A.,
Granollers, Espafia), y, posteriormente, regado cada dos dias (un total de 58 litros de agua
por m?), para asegurar la humedad del suelo a una profundidad minima de al menos 20 cm.

1.4.1. APLICACIONES DE GALLINAZA FRESCA O PELETIZADA

La gallinaza fresca sin tratar tuvo un contenido de 38,72% C y 3,42% N y se obtuvo
desde granjas avicolas cercanas, mientras un producto comercial, Orgevit ® (Memon B. V.,
Arnhem, Paises Bajos) se utiliz6 como gallinaza peletizada (44,99% C, 5,33% N). Ambos
productos se distribuyeron uniformemente sobre la superficie del suelo, antes de ser
incorporados en la capa superior de 15 cm realizando un arado transversal y riego por
goteo, hasta que el suelo alcanzo capacidad de campo (Figura 47). Las dosis de enmiendas
organicas se redujeron al 50% desde el segundo afio de aplicacién. Cada parcela se cubrio
con un film transparente de polietileno por el periodo indicado en la tabla 39.

Figura 47. Aplicacién de gallinaza al suelo.
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1.4.2. APLICACION DE TELOPICC-35EC®

Sobre el suelo de cada parcela a fumigar se coloc6 una red de 14 tubos de polietileno
para riego por goteo (separados 25 cm) interconectados en el borde de la parcela. Los
tubos de goteo (4 | por h) se espaciaron a intervalos de 33 cm (12 puntos de goteo por m?).
El Telopic c-35 EC se aplico en suelo a las dosis indicadas por el fabricante (40 ml/m?),
utilizando este sistema de riego con un dispositivo tipo Venturi que inyectd la dosis del
compuesto simultaneamente con un flujo de agua (22 litros m?). Se usaron films
virtualmente impermeables (VIF) para cubrir las parcelas tratadas, lo cual fue precedido por
un riego con agua (11 litros m?), para humedecer ligeramente el suelo y seguido de un riego
final similar, para lavar los tubos (Figura 48).

Después de 12 a 33 dias, se eliminaron todos los films plésticos y se dej6 airear el
suelo durante 5 dias. Se crearon monticulos elevados (0,8 x 6 m) con los suelos tratados, en
el centro de cada parcela, para la plantacion de esquejes enraizados de clavel.

/ Figura 48. Aplicacion de TELOPIC c-35 EC ®. \
- ( 1 § R
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1.5. MANEJO DEL CULTIVO

Aproximadamente 120 esquejes enraizados de clavel cv. Picaro (susceptible a
nematodos agalladores) se plantaron en monticulos elevados con cuatro lineas de plantas
por parcela (20 cm entre lineas y con un espacio de 20 cm entre plantas dentro de cada
linea) (Figura 49). A lo largo del periodo de crecimiento, se emplearon las practicas de
cultivo estandares de la zona, incluyendo un sistema de riego por goteo para proporcionar
riego y nutrientes (ferti-irrigacion). Las malas hierbas se eliminaron manualmente durante y
entre cultivos. A los 9 meses se establecié una valoracion estandar de la estacion de
crecimiento. Al término de cada ciclo de cultivo, se utilizd glifosato 36% (Roundup) (6
litros ha™) para matar las plantas, que fueron eliminadas del invernadero.

Figura 49. Manejo del cultivo. \

1.6. VALORACION DE LA INCIDENCIA Y SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD,
INFESTACIONES Y PRODUCTIVIDAD DEL CLAVEL

Para valorar la severidad de la enfermedad a los seis y nueve meses tras la plantacion,
se desenterraron desde el suelo cuatro sistemas radicales por microparcela y se determind el
indice de agallas sobre una escala proporcional de 0 a 10, representado el 0 un sistema
radical bien desarrollado y sano y 10 una planta muerta (Bridge y Page, 1980). A excepcion
del periodo desde principios de junio a octubre, el nimero acumulado de plantas muertas
se registrd a intervalos de 3 a 6 semanas, hasta el final de los ensayos, con un total de ocho
valoraciones por ensayo. Sobre estos datos, expresados como porcentajes del total de
plantas, se trazaron las curvas epidémicas para el desarrollo de la enfermedad y se calculd el
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area estandarizada bajo la curva de progreso de la enfermedad (StAUDPC) a lo largo del

periodo experimental, segun la siguiente formula:

Doénde:

L = Lectura (expresada en porcentaje)
L= Ultima lectura

L..= Penultima lectura

T = Tiempo entre lecturas

En todo el periodo de cultivo, la cosecha se realiz6 cuando las flores habian
alcanzado el estado “paintbrush” (las flores estan medio abiertas y los primeros pétalos
perpendiculares al tallo); 80 plantas en los ensayos 1y 2y 88 en el ensayo 3 de un total de
120. Todas las plantas se tomaron del centro de cada parcela, para ignorar cualquier posible
efecto “borde”. La productividad se expresé como el nimero acumulado de tallos de flores
(tallos por m?) al final de cada ensayo. La calidad de las producciones se valoré mediante la
clasificacion dentro de tres categorias comerciales estandares, en base a la longitud del tallo
(extra: 60 a 70 cm, de primera: 50 a 60 cm, y de segunda < 50 cm). Los

tallos de pobre calidad no se cosecharon. Aunque los valores de sus porcentajes sobre el
total de la produccion no se muestran, pueden ser facilmente calculados mediante la

diferencia entre el 100% y la suma de los porcentajes de las tres categorias comerciales.

1.7. VALORACION DE LAS DENSIDADES DE POBLACION DE NEMATODOS EN
SUELO

Se recolectaron muestras de suelo compuestas, formadas por diez catas de suelo
espaciadas alrededor de las zonas de crecimiento radicular del cultivo, hasta una
profundidad de 20 cm con un tomador de muestras de tipo Auger (2,5 cm de diametro),
antes de los tratamientos (Pi), en el momento de plantar (P0), y 6 (P6) y 9 (P9) meses tras la
plantacion. Las muestras se mezclaron concienzudamente y los nematodos se extrajeron de
submuestras de 250 cm® de suelo, utilizando el método de las bandejas de Whitehead
(Whitehead y Hemming, 1965). Los juveniles (J2) que migraron al agua se recogieron tras 1
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semana, fueron concentrados mediante filtrado a través de un tamiz de 25 pm de poro,

contados y expresados como J2s por 100 cm?® de suelo (media = error estandar).

1.8. ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statistix 9.0 (Analytical
Software, Tallahassee, FL). Se realizd ANOVA vy andlisis de correlacion de Pearson entre
variables para: a) densidades de nematodos en suelo a diferentes tiempos de muestreo, b)
indice de agallas a los 6 y 9 meses tras la plantacion, c) porcentaje de plantas muertas, d)
area estandarizada bajo la curva de progreso de la enfermedad (StAUDPC), e) produccion
acumulada de tallos, y f) porcentaje de productividad de las categorias de calidad. Los test
de Shapiro-Wilk y Levene sirvieron para comprobar la normalidad y homocedasticidad de
las variables. En el caso de ser significativos, los datos numéricos se transformaron con log
(x+1) y los porcentajes fueron transformados con raiz cuadrada de arcoseno antes de ser
analizados mediante ANOVA. Cuando los valores de F fueron significativos (P < 0,05), las
medias se compararon mediante el test LSD protegido de Fisher al 95% de nivel de
confianza. Los test de Kruskal-Wallis se utilizaron para los datos que no pudieron ser
analizados con estadistica paramétrica.
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2. RESULTADOS

Los rangos de temperaturas del suelo maximas por hora en parcelas control no
tratadas fueron [29,3-36,2°C] y [28,4-32,1°C] a 15 y 30 cm de profundidad respectivamente,
lo cual contrasta con los respectivos rangos de [32,3-47,6°C] y [31,5-39,1°C] en parcelas con
suelo solarizado. Para el tratamiento de gallinaza fresca + solarizacion, los rangos de
temperatura maxima por hora fueron, respectivamente [33,5-41,0 °C] y [31,0-38,5 °C].
Cuando se compard con las parcelas no tratadas, la solarizacion del suelo incrementd la
temperatura entre 3y 12 °C a los 15 de profundidad y entre 2 y 7°C a los 30 cm, mientras
que los respectivos incrementos en el tratamiento gallinaza fresca + solarizacion estuvieron

entre 4y5°Cy2y7°C,alos 15y 30 cm de profundidad, respectivamente.

No se observd ningun sintoma de marchitez por Fusarium sobre el cultivar
susceptible Master. Tampoco se aislé ningun hongo desde las plantas sintomaticas. Otros
nematodos fitoparasitos como Tylenchus sp., Merlinius sp. o Paratylenchus sp. se
encontraron a muy bajas densidades (menos de 5 individuos por 100 cm?® de suelo). Sin
embargo, estas especies no han sido documentadas como perjudiciales para clavel. En
consecuencia, cualquier sintoma de enfermedad encontrado en las plantas, como retraso en

el crecimiento, amarilleamiento, agallas en la raiz o muerte, fue atribuida a M. incognita.

2.1. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DEL SUELO SOBRE LA INCIDENCIA Y
SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD, INFESTACIONES Y PRODUCCIONES
DE CLAVEL

Los datos de la enfermedad causada por M. incognita sobre plantas de clavel y sus

productividades se muestran en la tabla 40.
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Tabla 40. Incidencia de la enfermedad, severidad y produccion de clavel cv. Picaro cultivado en un campo infestado por M. incognita.

Tratamientos v Porcentaje plantas muertas Indice de agallas stAUDPC Productividad * Categorias (% tallos) v
2005-2006 6mz 9m?z 6m?z 9m?: Extra Primera Segunda
No tratado 218 a 725 a 41 a 50 a 778 a 75 a 473 a 18,3 a 4,7 a
SS 84 a 640 a 44 a 49 a 70,8 a 145 ab 56,0 a 223 a 57 a
Gallinaza fresca+SS 10 a 228 b 29 ab 38 a 485 b 223 b 54,0 a 22,7 a 137 b
1,3D+Pic 09 a 87 b 05 b 08 b 208 ¢ 362 b 42,7 a 24,3 a 237 ¢
2007-2008

No tratado 217 a 100,0 a 31 a 41 a 430 a 3 a 00 a 00 a 333 a
SS 58 a 492 b 29 a 36 a 16,0 ab 76 ab 57 ab 403 b 383 a
Gallinaza fresca+SS 25 a 100 bc 27 a 33 a 31 b 154 ¢ 127 b 493 b 30,7 a
Gallin. peletizada+SS 00 a 254 bc 13 ab 22 ab 32 b 134 bc 143 bc 46,7 b 30,7 a
1,3D+Pic 00 a 00 c 08 b 11 b 00 b 183 ¢ 143 b 58,7 b 220 a
2009-2010

No tratado 958 a 100,0 a 80 a 80 a 791 a 0 a 00 a 00 a 00 a
Gallinaza fresca+SS 00 b 76 b 1,3 bc 22 b 21 b 117 b 00 a 417 b 510 b
Gallin. peletizada+SS 00 b 42 bc 19 b 32 b 06 b 118 b 00 a 383 b 537 b
1,3D+Pic 00 b 00 c 05 ¢ 16 b 00 b 141 b 00 a 410 b 523 b

v Abreviaturas; 1,3D (1,3-dicloropropeno); Pic (cloropicrina); SS (solarizacidn del suelo).

x Productividad expresada como tallos m-2

y Categorias basadas en la longitud de los tallos: extra (60-70 cm), primera (50-60 cm) y segunda (<50 cm).

z Tiempo tras el inicio del cultivo (meses).

Los valores medios para cada experimento y en cada columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente a P < 0,05, segun el test LSD protegido de Fisher o el de
Kruskal-Wallis.
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2.1.1. EXPERIMENTO 1 (2005-2006)

Seis meses después del inicio del cultivo, el porcentaje promedio de plantas muertas
en las parcelas no tratadas fue alrededor del 21,8% mientras que, en los tratamientos de
fumigacion quimica y gallinaza no tratada este porcentaje fue menor del 1%. Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas en estos porcentajes entre tratamientos. Tres
meses mas tarde, la incidencia de plantas muertas se increment6 a 64 y 72,5% en parcelas
solarizadas y control no tratadas, respectivamente. Estos porcentajes fueron
significativamente mayores en comparacion con las parcelas fumigadas quimicamente, con
una incidencia por debajo de 9%, y en comparacion con las parcelas con gallinaza fresca
con una incidencia de 22,8% (P=0,0004) (Tabla 40). Ademas, los indices de agallas y los
valores stAUDPC, calculados desde las curvas de enfermedad para los diferentes
tratamientos, mostraron un modelo similar, con los valores mas elevados observados en
parcelas no tratadas y en las solarizadas, contrastando con los valores mas bajos en los
tratamientos fumigados quimicamente (P=0,0007). Finalmente, las parcelas con gallinaza
fresca obtuvieron el triple de produccion, en comparacion con el control no tratado. La
produccion total de clavel se mejord, en gran parte, con la fumigacién del suelo con 1,3-
dicloropropeno + cloropicrina, antes del establecimiento del cultivo. Sin embargo, no se
observaron diferencias en la calidad del tallo, excepto en la mayor proporcion de tallos de
segunda categoria producidos en las parcelas con gallinaza fresca y las quimicamente
fumigadas, ya que en las parcelas no tratadas y en las solarizadas el porcentaje de tallos no
cosechados fue mayor (Tabla 40).

2.1.2. EXPERIMENTO 2 (2007-2008)

Durante este ensayo se observd la muerte total de las plantas en los controles no
tratados, tan solo 9 meses después del inicio del cultivo. Este hecho contrasta con los
valores nulos encontrados en los tratamientos fumigados quimicamente y los bajos valores
en parcelas tratadas con enmiendas organicas (P= 0,0032) (Tabla 40). Ademas, los indices
de agallas fueron mayores en parcelas no tratadas, que en aquellas parcelas fumigadas
quimicamente, tanto a los 6 meses (P=0,0021) como a los 9 meses tras el inicio del cultivo
(P=0,0010). EI modelo stAUDPC fue analogo al de las incidencias de plantas muertas, y se
observO una relacion inversa para las producciones totales ya que, las producciones en
parcelas fumigadas quimicamente y en las tratadas con gallinaza fueron mayores que en las

parcelas control no tratadas (P=0,0008). La calidad en la produccion, tanto en tratamiento
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quimico del suelo como en organico, se mejord, en comparacion con las parcelas control
no tratadas (P=0,0160 y P= 0,0001 para categorias extra y de primera, respectivamente). Se
encontraron valores intermedios de todas las variables analizadas para el tratamiento de
solarizacion del suelo, el cual mantuvo la incidencia de muerte por debajo de la mitad que el
control (Tabla 40).

2.1.3. EXPERIMENTO 3 (2009-2010)

Todas las parcelas tratadas en el experimento 3 mostraron incidencias de muerte
nulas en las plantas a los 6 meses tras el inicio del cultivo, en contraste con la incidencia
media del 95,8% en las parcelas control no tratadas. Tres meses mas tarde, la incidencia de
plantas muertas en parcelas control fue del 100%, en oposicion a las parcelas tratadas con
1,3-dicloropropeno + cloropicrina con una incidencia cero o a las parcelas enmendadas con
gallinaza con incidencia inferior al 8% (P=0,0002). Los indices de agallas méas elevados (8,0)
se observaron en muestras de raices de clavel procedentes de parcelas control no tratadas,
tanto a los 6 como a los 9 meses tras el inicio del cultivo, en contraste con los valores de
0,5y 1,6 para 1,3-dicloropropeno + cloropicrina y los valores de 1,3-1,9 y 2,2-3,2 para
tratamientos con gallinaza, respectivamente a los 6 y 9 meses (P=0,0001). Similarmente, se
encontré una reduccién significativa en stAUDPC en todas las parcelas tratadas, en
comparacion con el control no tratado (P=0,0001). Mientras la produccién de clavel fue
nula en las parcelas control, la productividad en parcelas tratadas con 1,3-dicloropropeno +
cloropicrina y en las parcelas enmendadas con gallinaza presentdé una media de 125 tallos
m?. La calidad del tallo también fue superior en estos tratamientos del suelo, dado que se
produjeron mayores proporciones de tallos de primera categoria (P=0,0001) y, a pesar de
eso, No se obtuvieron tallos de calidad extra (Tabla 40).

2.2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DEL SUELO SOBRE LAS DENSIDADES
DE POBLACION DE MELOIDOGYNE EN SUELO
Las densidades de poblacion de nematodos de los tres experimentos se muestran en
la tabla 41. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medias de
las poblaciones iniciales de J2 de M. incognita encontradas en los diferentes tratamientos del
suelo, en ninguno de los ensayos (P=0,0001).
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Tabla 41. Densidades de poblacion de M. incognita en suelo en diferentes momentos durante los
ciclos de clavel cv. Picaro en tres experimentos.

Tratamientosx Densidades de poblaciones de nematodos (J2) en sueloy

2005-2006 Inicial (P;) Inicio del cultivo (Po) 6 m z(Ps) 9 mz(Py)

No tratado 737+36 a 468+638 a 4728 +61,7 a 666,3+93,6 a
SS 702+62 a 473+80 a 5922+919 a 7427+1025 a
Gallinaza fresca+SS 728x52 a 168+23 b 1518 +237 ¢ 2083+324 ¢
1,3D+Pic 808+55 a 88+07 ¢ 2248+202 b 3013+282 b
2007-2008

No tratado 595+32 a 558+65 a 1258+ 33,7 a 2273+550 a
SS 590+45 a 21,7+34 b 638+ 16,2 ab 130,3+ 36,3 ab
Gallinaza fresca+SS 613+26 a 16,8 £ 34 bc 1180+ 250 a 256,7£524 a
Gallin. peletizada+SS 520+22 a 115+1,7 cd 815+276 ab 1273 +37,3 ab
1,3D+Pic 560+41 a 105+36 d 43+07 b 97+16 b
2009-2010

No tratado 253+22 a 182+08 a 2337+195 a 926,7+102,0 a
Gallinaza fresca+SS 26021 a 85+06 b 543+92 b 109,7 £ 20,0 bc
Gallin. peletizada+SS 267+14 a 95+08 b 650+147 b 2300+480 b
1,3D+Pic 240+11 a 27+03 ¢ 330+45 b 501+ 64 c

x Abreviaturas: 1,3D (1,3-dicloropropeno); Pic (cloropicrina); SS (solarizacion del suelo).

vy Los valores se expresan como la media + error estandar. Los valores medios para cada experimento y en
cada columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente a P < 0,05, segln el test LSD
protegido de Fisher o el de Kruskal-Wallis.

z Tiempo tras el inicio del cultivo (meses).

2.2.1. EXPERIMENTO 1 (2005-2006)

Al inicio del cultivo, las densidades de nematodos en suelo se redujeron
significativamente en las parcelas con gallinaza fresca y en las que fueron fumigadas con
1,3-dicloropropeno + cloropicrina (P=0,0001). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre parcelas solarizadas y no tratadas. A los 6 y 9 meses de cultivo, las
densidades de nematodos en suelo en las parcelas con gallinaza fresca y en las fumigadas
quimicamente permanecieron alrededor de 2-3 veces mas bajos que en las parcelas
solarizadas y en las control no tratadas. Curiosamente, las densidades de nemétodos en
suelo de las parcelas con gallinaza fresca fueron incluso mas bajas que en aquellas
fumigadas quimicamente (P= 0,0060) (Tabla 41).
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2.2.2. EXPERIMENTO 2 (2007-2008)

Las densidades de nematodos en el inicio del cultivo se redujeron en todos los
tratamientos del suelo, incluyendo parcelas que fueron Unicamente solarizadas, pero estas
reducciones fueron significativamente mayores en parcelas quimicamente fumigadas y en
las tratadas con gallinaza peletizada (P=0,0001). Sin embargo, solo las parcelas tratadas con
1,3-dicloropropeno + cloropicrina mantuvieron las densidades mas bajas que las parcelas
no tratadas a los 6 meses (P=0,0029) y a los 9 meses de cultivo (P=0,0026) (Tabla 41).

2.2.3. EXPERIMENTO 3 (2009-2010)

Todos los tratamientos fueron efectivos en la reduccion de las densidades de
nematodos en suelo al inicio del cultivo (P=0,0001). Los tratamientos con gallinaza y 1,3-
dicloropropeno + cloropicrina fueron efectivos manteniendo las densidades de nematodos
mas bajas que los controles no tratados tras 6 (P=0,0016) y 9 meses (P=0,0003) de
crecimiento del clavel (Tabla 41).

2.3. CORRELACION DE DENSIDADES DE POBLACION DE NEMATODOS EN
SUELO, INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD Y PRODUCCIONES DE CLAVEL

Las correlaciones entre las densidades de nematodos J2 en suelo y las variables
relacionadas con la enfermedad en los tres experimentos realizados se muestran en la tabla
42. Las poblaciones en suelo de J2 de M. incognita a los 6 0 9 meses estuvieron
correlacionadas positivamente, en la mayoria de los casos, con los indices de agallas
(excepto para el experimento 1), la incidencia de plantas muertas principalmente a los 9 y
también a los 6 meses tras el inicio del cultivo (excepto para experimento 2) y stAUDPC
(excepto para experimento 2). Ademds, en estos experimentos, las densidades de
nematodos a los 6 0 9 meses, tras el inicio del cultivo, se correlacionaron negativamente de
forma significativa con las producciones de clavel (excepto para Y9 en el experimento 1).
En el experimento 3, las poblaciones de J2 post-tratamiento y a los 6 y 9 meses se

correlacionaron significativamente con todas las variables de enfermedad.
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Tabla 42. Coeficientes de correlacion lineal entre las densidades de poblacion de M. incognita en suelo, incidencia y severidad de la enfermedad producida por los
nematodos agalladores y productividades del clavel cv. Picaro.

Variables Post-tratamiento (J2)2 6 meses (J2)2 9 meses (J2) 2
enfermedad-productividad ¥ 2005-2006  2007-2008  2009-2010 | 2005-2006  2007-2008  2009-2010  2005-2006  2007-2008  2009-2010
Gl6 0,7575 0,1823 0,8551 0,5284 0,6898 0,9258 0,5384 0,7214 0,9356
(0,0043) (0,5156) (0,0004) (0,0788) (0,0044) (0,0000) (0,0709) (0,0024) (0,0000)
GI9 0,7797 0,2526 08223 0,4668 0,7678 0,8986 0,4792 0,7954 0,9578
(0,0028) (0,3676) (0,0010) (0,1261) (0,0008) (0,0001) (0,1150) (0,0004) (0,0000)
DP6 0,2125 0,6413 06771 0,6092 0,2867 08725 06111 0,3014 0,8216
(0,5073) (0,0100) (0,0156) (0,0355) (0,3001) (0,0002) (0,0348) (0,2750) (0,0010)
DP9 0,5480 0,8025 0,7434 07421 0,6443 0,9361 0,7201 06213 0,8891
(0,0651) (0,0003) (0,0056) (0,0057) (0,0095) (0,0000) (0,0083) (0,0134) (0,0001)
StAUDPC 0,5059 0,7753 0,6866 0,6598 0,3883 0,8797 0,6284 0,3770 0,8317
(0,0934) (0,0007) (0,0137) (0,0196) (0,1526) (0,0002) (0,0286) (0,1660) (0,0008)
Y6 - 0,4241 - 0,5623 -0,7001 -0,7323 -0,7626 -0,6683 -0,7371 -0,7689 -0,7008
(0,1695) (0,0291) (0,0112) (0,0066) (0,0007) (0,0175) (0,0062) (0,0008) (0,0111)
Y9 - 0,2682 - 0,7509 -0,7809 -0,4621 - 0,6266 - 0,9062 -0,4832 -0,6011 -0,8782
(0,3994) (0,0013) (0,0027) (0,1304) (0,0124) (0,0000) (0,1115) (0,0178) (0,0002)

y Abreviaturas:G16 y G19 = log (indice de agallas 6 0 9 meses tras el tratamiento + 1); DP6 y DP9 = datos con transformacion angular del porcentaje de plantas muertas a los 6 0 9
meses tras el tratamiento; StAUDPC = area estandarizada bajo la curva de progreso de la enfermedad; Y6 y Y9: productividades acumuladas de clavel a los 6 0 9 meses tras el
tratamiento.

z Densidades de nematodos en suelo con transformacién logaritmica (densidades de poblacion de J2 en suelo +1). Entre paréntesis, niveles de significancia de valores de P para los
coeficientes de correlacion
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3. DISCUSION

En los Ultimos afios se han alcanzado grandes avances en el control de varias
enfermedades de plantas en numerosos cultivos mediante la aplicacion de enmiendas
organicas al suelo, generalmente, en conjuncion con la cobertura plastica durante algunas
semanas (Stapleton y Heald, 1991; Kaplan y Noe, 1993; Stapleton y Duncan, 1998;
Lazarovits, 2001; Conn et al., 2005; Lazarovits et al., 2005; Lazarovits et al., 2008). No
obstante, el caso de la enfermedad causada por Meloidogyne en clavel es particularmente
dificil de combatir dado que, la movilidad de sus juveniles les confiere la habilidad de
escapar de las capas del suelo que presentan elevada temperatura, desplazandose a capas
mas profundas donde las temperaturas son inferiores. Este patdgeno también tiene la
habilidad de escapar de los compuestos toxicos que gradualmente se liberan procedentes de
la descomposicion de la materia organica. Ademas, las plantas hospedadoras con ciclos de
cultivo largos (frecuentemente bianual) proporcionan tiempo suficiente para que las
poblaciones de nematodos incrementen dentro del hospedador a lo largo de varias
generaciones ya que, las temperaturas dentro de los invernaderos plasticos son Optimas
para que M. incognita prospere la mayoria del afio. Dados los satisfactorios resultados
obtenidos con estos métodos de control contra la marchitez del clavel causada por
Fusarium (Melero-Vara et al., 2011), se podria esperar un razonable control de M. incognita
en suelos moderadamente infestados por este nematodo.

En todos los tratamientos y experimentos realizados en este estudio, las poblaciones
del suelo de J2 de M. incognita y los indices de agallas incrementaron durante el periodo de
9 meses tras el inicio del cultivo y fueron, en muchos casos, significativa y positivamente
correlacionados con la incidencia de plantas muertas y stAUDPC, y negativamente
correlacionados con las productividades comerciales, pero se observé un marcado
descenso en las densidades de nematodos en suelo en todas las parcelas, durante periodos
de ausencia del cultivo hospedador entre experimentos. Las temperaturas del suelo
moderadamente altas, registradas durante estos periodos, podrian haber contribuido a la
baja supervivencia de nematodos entre cultivos, a pesar del nivel elevado de reproduccion
al final de cada ciclo de cultivo. El descenso en las densidades de poblacion de nematodos
entre cultivos fue negativamente correlacionado con incrementos acumulados de

temperatura del suelo durante ese periodo (Goodell y Ferris, 1989).
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La fumigacion quimica del suelo con 1,3-dicloropropeno+cloropicrina alcanzé
reducciones significativas de densidades de J2 en suelo, indices de agallas e incidencias de
plantas muertas durante al menos 9 meses en los tres experimentos, en comparacion con
los controles no tratados. La fumigacion quimica, por tanto, fue el tratamiento mas efectivo
para reducir las densidades de nematodos en suelo y para mantener bajos niveles en toda la
estacion de crecimiento. En consecuencia, el porcentaje mas elevado de plantas muertas en
este tratamiento, tras los primeros 9 meses de crecimiento, estuvo por debajo del 9%. Esto
sugiere que, los suelos tratados con 1,3-dicolorpropeno + cloropicrina en el estado de pre-
plantacion podrian sustentar producciones aceptables de tallos de clavel durante méas de 9
meses 0 probablemente para mas de un afio, incluso cuando estos patdgenos estan
presentes en el suelo. Ademas, este método de fumigacion quimica ha demostrado una
elevada efectividad en el control de la marchitez causada por Fusarium, con frecuencia la

enfermedad mas dafiina y extendida del clavel a nivel mundial (Basallote-Ureba et al., 2010).

Las bajas reducciones de las poblaciones de J2 de M. incognita, los minimos niveles de
control de la enfermedad y la semejanza de producciones para parcelas no tratadas y
parcelas con suelo solarizado sugiere que, la solarizacion aplicada de forma individual no es
suficientemente efectiva para el control de neméatodos en cultivos de clavel en éreas
costeras del sur de Espafia. La razén para esta falta de efecto probablemente puede
atribuirse a un incremento insuficiente de la temperatura en las capas de suelo mas
profundas y una duracion insuficiente del tratamiento. Estos resultados estan apoyados en
estudios previos (Stapleton y Heald, 1991; Gamliel y Stapleton, 1993a; Nico et al., 2003)
que mostraron que, para un control efectivo de M. incognita mediante la solarizacion del
suelo se requeria alcanzar unas temperaturas medias méaximas superiores a 45°C (Wang y
McSorley, 2008), las cuales solo se alcanzaron ocasionalmente a 15 cm de profundidad en el
experimento 2. Esta temperatura es dificil de conseguir en esta region en otros periodos
distintos a los meses 6ptimos para solarizacion de Julio a Agosto que, desafortunadamente,

coinciden con la estacion de inicio del cultivo mas apropiada.

A pesar de una reduccion del 50% en las dosis de las enmiendas con gallinaza en los
experimentos 2y 3, la aplicacion repetida para las mismas parcelas en los tres experimentos
dio lugar a un control eficaz de las poblaciones de nematodos en suelo en el experimento 3.
En los experimentos 1y 3, las reducciones de las densidades de neméatodos en suelo se

alcanzaron en el inicio del cultivo y a los 6 y 9 meses de crecimiento, en comparacion a las
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parcelas control no tratadas. Sin embargo, solamente se alcanz6 un moderado control del
patdgeno en el experimento 2. Aunque en este experimento ambos tratamientos con
gallinaza alcanzaron reducciones de densidades en el comienzo del cultivo, estas no se
mantuvieron a los 6 0 9 meses de crecimiento. En cambio, las incidencias de plantas
muertas, StAUDPC vy las producciones de clavel tras los tratamientos de gallinaza en suelo
no difirieron significativamente de aquellos obtenidos por los tratamientos quimicos del
suelo. Ninguna de las calidades de los tallos de las flores se vio afectada en ninguno de los
tres experimentos y, a pesar de que las poblaciones de nematodos fueron mayores, las
productividades fueron similares a las obtenidas en parcelas fumigadas quimicamente. Por
tanto, pensamos que un sistema radical mas saludable, un mejor nivel de nutrientes en la
planta o condiciones medioambientales mas favorables podrian haber contribuido a unos

niveles mas altos de reproduccion de nematodos.

En el control de neméatodos agalladores, los resultados de este estudio sefialan niveles
analogos de efectividad entre el actual tratamiento quimico estandar y los dos tratamientos
de enmiendas del suelo con gallinaza utilizados en este trabajo de investigacion. Sin
embargo, tras 9 meses, los indices de agallas mas elevados observados en parcelas con
gallinaza, en comparacion con las parcelas fumigadas quimicamente en experimentos 1y 2,
sugiere limitaciones para el control de la enfermedad a largo plazo, al menos durante los
primeros afios de tratamiento, destacando la necesidad de re-aplicaciones sucesivas al

comienzo de cada nuevo ciclo de cultivo.

Esto sugiere que, estas enmiendas del suelo podrian también tener efectos favorables
sobre los microorganismos beneficiosos, lo que podria contribuir a largo plazo al control
de patdgenos mediante mecanismos de supresion (Stapleton y Heald, 1991). La
investigacion, actualmente, esta dirigida a establecer que otros mecanismos, aparte de los
toxicos volatiles liberados por la descomposicion de la materia organica con una
relativamente baja relacién C: N, podrian estar involucrados en el control de patdgenos del
suelo (Gamliel y Stapleton, 1993a; Gamliel y Stapleton, 1993b; Gamliel et al., 2000;
Lazarovits, 2001; Tenuta y Lazarovits, 2004; Lazarovits et al., 2005; Lazarovits et al., 2008).
Ademas, tras las enmiendas organicas del suelo, el mayor vigor de la planta debido a una
mejoria de las caracteristicas del suelo por una parte y a unos niveles de nutrientes mayores
por la otra, ha permitido reducciones en la ferti-irrigacion durante la estacion de

crecimiento sin afectar los rendimientos.
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En afos recientes, el uso de gallinaza sin tratar se esta extendiendo y su eficacia como
agente de control de patdgenos estd confirmandose, a nivel practico por los mismos
agricultores. Sin embargo, la utilizacién de la gallinaza peletizada como agente de control,
que aporta un nivel similar de efectividad que la gallinaza sin tratar, podria ser una
alternativa deseable debido a razones sanitarias o de comodidad para el agricultor. Este es
el primer trabajo de investigacion para contrastar la efectividad de la combinacion de
gallinaza sin tratar o peletizada y el método de solarizacién con la fumigacion quimica con
1,3-dicloropropeno sobre las poblaciones del suelo de Meloidogyne y productividades de

clavel.

Nuestros resultados muestran que, la implementacion de enmiendas de gallinaza
requiere mayor investigacion para optimizar una efectividad sostenida. Aunque, el ahorro
de costes asociados con la disponibilidad local, las bajas cuantias de transporte y el reciclaje
de productos residuales de las granjas son factores que necesitan ser tomados en cuenta.
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CAPITULO |

1. Los asesores técnicos estiman que un 17,7 % de las parcelas en la zona de Almeria
estaban infestadas por Meloidogyne, dentro de ellas un 18,8% de su superficie mostro
sintomas de enfermedad causada por nematodos, por lo que el area total cultivable
infestada por Meloidogyne pudo estimarse proxima al 2,0% vy las pérdidas de produccion
debidas a Meloidogyne en un 30,8%.

2. Un 38,1% de los técnicos considerd que, los problemas debidos a nematodos
agalladores se habian incrementado en los Ultimos 5 afios.

3. EI tratamiento mas usual frente a Meloidogyne fue la fumigacion quimica del suelo,
mencionada en un 78,3 % de los casos.

4. Segun los técnicos, los tratamientos mas eficaces frente a Meloidogyne fueron la
aplicacion de nematicidas fumigantes en combinacion con la solarizacion del suelo y el
uso de variedades resistentes e injertos.

5. Meloidogyne javanica fue la especie mas prevalente, seguida de M. incognita y M.
arenaria. Meloidogyne javanica aparecié con mayor frecuencia en areas dedicadas al
cultivo de tomate, mientras que M. incognita y M. arenaria predominaron en rotaciones

que incluyeron pimiento.

CAPITULO Il

1. La micorrizacion de plantas de tomate por especies de Glomus redujo la poblacion final
de M. incognita y, comparativamente, esta reduccion fue mayor por Glomus mosseae que
por G. intraradices.

2. Pasteuria penetrans fue mas eficaz que las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal en la reduccién de la enfermedad causada por M. incognita, mostrandose el
parasitismo como el mecanismo maés eficaz en la lucha contra el nemétodo.

3. La colonizacién de las raices de tomate por B. megaterium compenso la reduccién del
crecimiento vegetal ocasionada por M. incognita y redujo las poblaciones finales de M.
incognita, en mayor grado que con la bacteria rizosférica P. putida.

4. No se detectd incremento en la eficacia en la reduccién de las poblaciones de
nematodos por la combinacién de AMFs y PGPRs para nuestras especies ensayadas.
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5. La inoculacion con T. harzianum y la aplicacion de extractos vegetales y aceites
esenciales en tomate cv. Durinta, redujeron la severidad de la enfermedad y la
poblacion final de M. incognita; sin embargo, en el cv. Josefina, Gnicamente redujeron la
severidad de la enfermedad.

6. De entre los cuatro fitoquimicos ensayados, el aceite procedente de A. indica se
presentd como el tratamiento mas efectivo en la reduccién de la densidad final de

nematodos.

CAPITULO Il

1. La solarizacion aplicada de forma individual no es suficientemente efectiva para el
control de neméatodos en cultivos de clavel en areas costeras del sur de Espafia, ya que
la estacion de crecimiento del clavel en esta region coincide, parcialmente, con el
periodo mas efectivo para la solarizacion.

2. La fumigacion quimica del suelo con 1,3-dicloropropeno+cloropicrina fue el
tratamiento mas efectivo para reducir las densidades de nematodos en suelo y para
mantener bajos niveles en toda la estacion de crecimiento.

3. La combinacion de la solarizacién del suelo y la gallinaza, sin tratar o peletizada, fue
ligeramente menos efectiva en el control del patégeno, en comparacion con el actual
tratamiento quimico estandar; sin embargo, las producciones, tras nueve meses de
crecimiento, fueron similares a aquellas obtenidas tras la fumigacion quimica del suelo.

4, Las parcelas tratadas con gallinaza mostraron limitaciones para el control de la
enfermedad a largo plazo, por lo que se necesitan re-aplicaciones sucesivas al comienzo

de cada nuevo ciclo de cultivo.
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