CENTRO NACIONAL DE SANIDAD AGROPECUARIA

Direccion de Proteccion de Plantas. Grupo Plagas Agricolas

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS AGRICOLAS
Departamento de Biofertilizantes y Nutricion de las Plantas

INEA

CENSA

INTERACCION DE Glomus mosseae - Pochonia chlamydosporia var. catenulata Y

Meloidogyne incognita EN TOMATE (Solanum lycopersicum L.).

Tesis presentada en opcidn al Titulo Académico de Maestro en Ciencias en
Nutricion de las Plantas y Biofertilizantes.

Autor: Ing. Miguel Angel Herndndez Socorro.

Tutores: Dr C. Mayra G. Rodriguez Hernandez.
Dr C. Martha A. Alvarez Gil.

La Habana
2009



Resumen

RESUMEN

El uso combinado de Controles Bioldgicos, Micorrizas y la resistencia genética constituyen
alternativas ecoldgicas para el manejo de poblaciones de nematodos formadores de agallas
(Meloidogyne spp.), una de las principales plagas del cultivo del tomate. En este estudio se
evalud, en macetas (microplot), la interacciébn de los hongos micorrizégenos arbusculares
(Glomus mosseae) y el hongo nematéfago (Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa
IMI SD 187), en el manejo de Meloidogyne incognita raza 2 en tomate (Solanum
lycopersicum L. variedad Eliana, portadora del gen Mi, Alvarez y col., 2004). El experimento
se desarroll6 durante el periodo del 18 de diciembre/ 2006 al 12 de marzo/ 2007. Se
establecieron 5 tratamientos (aplicaciones simples y combinadas de ambos hongos) y un
control, con 10 repeticiones en un disefio experimental completamente aleatorio. Las
variables evaluadas fueron: Masa fresca de la raiz (g), indice de Agallamiento, Niumero de
ootecas.g de raiz', Nimero de huevos.ootecas?®, UFC.g de raiz!, UFC.g de sustrato?,
porcentaje de colonizacion de ootecas y de parasitismo de huevos, masa seca de la raiz,
masa seca de la biomasa aérea y rendimiento (kg.planta?). Los resultados demostraron la
capacidad de ambos microorganismos para establecerse en el sustrato y las raices de las
plantas. Se constaté que, la colonizacion de masas de huevos de M. incognita por P.
chlamydosporia fue de 70% cuando este hongo actuaba solo y que su actividad disminuyé a
60% en el tratamiento donde se combind con G. mosseae, asi como que la actividad
parasitica de huevos disminuyé de un 30% a 25% en el tratamiento donde se aplico P.
chlamydosporia + G. mosseae. Por su parte, el nimero de huevos.ootecas™, fue menor en
los tratamientos donde P. chlamydosporia actué sélo con respecto al tratamiento simple con
M. incognita. Sin embargo, el indice de Agallamiento disminuyé y los rendimientos
aumentaron en las plantas tratadas con micorrizas y el hongo nematéfago. Los resultados
de esta tesis sugieren que ambos organismos pueden ser empleados juntos en el manejo de

M. incognita en el tomate (S. lycopersicum, variedad Eliana).

Palabras Clave: Glomus mosseae; Pochonia chlamydosporia; Meloidogyne incognita;

Solanum lycopersicum y Controles bioldgicos.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es una de las hortalizas mas importantes, debido
al lugar que ocupa en los habitos alimenticios de una amplia parte de la poblacion
mundial (Casanova y col., 1991; Nuez, 1995; Alvarez y col., 1997; Gomez y col.,
2000). Su cultivo representa més del 30% de la produccién horticola mundial, con una
superficie de siembra de casi tres millones de hectareas y producciones de 78 millones

de toneladas.afio}(Gémez y col., 2000).

En Cuba, el tomate ocupa el 42% del &rea destinada a hortalizas, con un nivel de
produccién de 800 000 t. afio! y rendimiento promedio de 13.4 t.ha?, valores que
ubican a nuestro pais en el sexto lugar, con relacion a superficie sembrada y en el
lugar 29 por sus rendimientos (Herndndez y Chailloux, 2004; FAOSTAT, 2006). Entre
los factores que limitan la produccion del tomate en Cuba se han referido la falta de
variedades con adaptacion a las condiciones climaticas, susceptibilidad a plagas de
las variedades comerciales y practicas inadecuadas de manejo, entre otros (Gémez y
col., 2000).

Dentro del grupo de organismos que constituyen plagas para el cultivo a escala
mundial se encuentran los nematodos formadores de agallas (Meloidogyne spp.), los
que provocan pérdidas en los rendimientos de los cultivos alimenticios y de la
produccién protegida de hortalizas (Casanova y col., 2003; Rodriguez, 2003 a y b;
Cuadra y col.,, 2005; Rodriguez y col., 2006), aunque las pérdidas no han sido

cuantificadas.

Tradicionalmente, se han utilizado diferentes alternativas para reducir las poblaciones
de nematodos, destacdndose durante décadas la aplicacion de productos quimicos,
muchos de los cuales han tenido impacto negativo sobre la salud humana y el
ambiente (Labrada y Fornasari, 2001; Braga y col., 2003). De ahi que, las tendencias
actuales en el manejo de Meloidogyne spp. estan basadas en el empleo del Manejo
Integrado de Nematodos (MIN) (Rodriguez y col., 2007). En los programas MIN, entre
otras tacticas, se involucran microorganismos de suelo (Azcon 2001), en los que se
agrupan los agentes de control biolégico (ACB) y hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), los que han tenido un amplio desarrollo en Cuba (Rivera y col., 2003; Hidalgo y
Kerry, 2008), mostrando resultados favorables en el manejo de nematodos (Puertas,
2007). De igual modo, el uso de la resistencia varietal (genotipos con gen Mi)
constituye una alternativa especialmente valiosa dentro del MIN (Rodriguez y col.,
2005), contando en la actualidad con una variedad (Eliana, desarrollada por el INCA)

contentiva del gen Mi, que debera ser valorada agronémicamente y en condiciones de
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produccion (Alvarez y col., 2006), ya que a temperaturas superiores a los 28 °C, la
proteccion completa que confiere dicho gen se inactiva por lo que debera combinarse

con otros elementos del MIN para su explotacion agricola.

El uso combinado de alternativas como la resistencia genética, Biofertilizantes y
agentes de control bioldgico deberan ser estudiadas en las condiciones de Cuba, a fin

de ofrecer elementos que validen 0 no su inclusién en programas de MIN.
Problema cientifico

La nueva variedad de tomate Eliana, desarrollada por el Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas, ha sido sefialada como genotipo con potencialidades para el manejo de
Meloidogyne, de modo que se impone la necesidad de su evaluacién junto a
organismos nativos, como son, Glomus spp. y P. chlamydosporia, para obtener
informacién sobre su comportamiento bajo condiciones de campo, de producirse

poblaciones significativas del nematodo en dicha variedad.
Sobre la base de estos antecedentes se formul6 la siguiente hipoétesis de trabajo:

El uso conjunto de Glomus mosseae y Pochonia chlamydosporia var catenulata, cepa
IMI SD 187, en Solanum lycopersicum L. var. Eliana, afecta el desarrollo de
Meloidogyne incognita, por tanto ambos microorganismos contribuiran al mejor
desarrollo del genotipo y al manejo de poblaciones de este nhematodo en condiciones

de produccion.
Para darle respuesta a esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos:
Objetivo general

Determinar el efecto de G. mosseae y P. chlamydosporia var. catenulata cepa
IMI SD 187, sobre Meloidogyne incognita en tomate, variedad Eliana, con la
finalidad de obtener informacién para su uso en el manejo integrado de dicho

nematodo.
Objetivos especificos

1. Evaluar el comportamiento de la variedad Eliana frente a M. incognita en

condiciones semicontroladas.

2. Determinar si la presencia de HMA en las raices y rizosfera de tomate,
variedad Eliana, limitan la colonizacion y efectividad de P. chlamydosporia var

catenulata sobre M. incognita raza 2.

3. Evaluar el comportamiento vegetativo y productivo de la variedad de tomate

Eliana en presencia de M. incognita, G. mosseae y P. chlamydosporia.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. El cultivo del tomate. Generalidades.

El tomate pertenece a la Clase: dicotiledoneas, Orden: Solanales, Familia:
Solanaceae, Tribu: Solaneae, Género: Solanum, Especie: Solanum lycopersicum L.,
seccion Lycopersicon (Peralta y col., 2005). Originario de zonas montafiosas de los
Andes (S. lycopersicum) e Islas Galapagos (Solanum cheesmaniae Riley y Solanum
galapagense Darwin & Peralta) en América del Sur. Ha podido ser cultivado en una
amplia diversidad de ambientes a escala mundial, en los cuales se pueden encontrar
especies silvestres de elevada variabilidad y que son reservorio de genes con

caracteristicas diversas (Nuez, 1995; Darwin y col., 2003).

Se plantea que, al parecer, la domesticacion del tomate partié de cultivares primitivos
de S. lycopersicum (ex Lycopersicon esculentum Mill.), variedad cerasiforme desde
México y Centroamérica (Peralta y col., 2006) y que su expansién se produjo en el
siglo XVI, acompafnada de infundios acerca de su toxicidad, sin embargo, la capacidad
de esta planta de adaptarse a diversos climas y condiciones edaficas, junto a sus
cualidades gustativas, hicieron que hoy se cultiven diversas variedades (Causse y col.,
2000).

El tomate cultivado es una planta muy ramificada, cuyo sistema radical puede
extenderse en un didmetro de 0.50 m alrededor del tallo principal y alcanzar 1.5 m de
profundidad, aunque generalmente el 70 % de las raices se localizan en los primeros
20 cm del suelo (Rodriguez y Alvarez, 1995). Su tallo es anguloso, recubierto de pelos

y su desarrollo puede ser determinado o indeterminado (Gémez y col., 2000).

La floraciéon se produce en forma de racimos simples o compuestos. En los cultivares
de crecimiento determinado, el primer racimo aparece normalmente después de la
quinta hoja, mientras que, en los cultivares indeterminados, suele aparecer el primer
racimo después de la séptima hoja y, los siguientes, cada tres hojas (Lawrence, 2003).
Las flores son hermafroditas con cinco o mas sépalos verdes que siguen creciendo
una vez cuajado el fruto, y cinco o mas pétalos de color amarillo intenso, las cuales

pueden variar desde claro a mas oscuro (Plana, 1996).

El fruto del tomate es una baya globosa o periforme, de color generalmente rojo en la
maduracién, aunque algunos cultivares presentan otras coloraciones, por lo que
presentan diferentes formas y tamafio. Los de uso industrial alcanzan una masa
promedio entre 50 y 120 g, mientras que los de consumo fresco superan los 120 g
(Agrobit, 2003).
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Con relacioén a las condiciones edafoclimaticas propias para este cultivo, se sabe que
en las condiciones del trépico, éstas se encuentran cerca del limite biologico de
tolerancia para la especie (Gomez y Depestre, 1992 citados por Casanova y col.,
2003) y por ello, la productividad del cultivo en la zona es baja. Se ha sefialado que
diversos factores limitan la produccién en las condiciones tropicales, entre estos, el
someter a las plantas a estrés hidrico, altas temperaturas, dias cortos, suelos con altos
contenidos de particulas muy finas (arcillas), que tienen tendencia a compactarse
durante el cultivo, dificultando la penetracion del agua de riego y provocando asfixia

radical, entre otros (Rodriguez, 1995).

El manejo agrotécnico de las plantaciones, tiene entre sus objetivos palear la
influencia negativa que pueden ejercer los factores edafocliméaticos adversos, de ahi
que una buena preparacion del suelo deberd propiciar la infiltracion del agua y una
buena aireacion, lo que redundara en un desarrollo radical adecuado en extensién y
profundidad. Por su parte, la densidad de plantacion, dependera del desarrollo
vegetativo del cultivar elegido y su habito de crecimiento, asi como del tipo y fertilidad

del suelo y el riego, entre otros factores.

Con relacion a la necesidad de nutrientes minerales, este cultivo estéd considerado
como de alta demanda, debido principalmente, al gran volumen de frutos producidos
por unidad de superficie, sefialando Menezes Dos Santos (1992) que la cantidad de
nutrientes encontrada en los frutos cosechados es relativamente superior en
comparacion con otras hortalizas, especialmente, de potasio. De ahi que, en Cuba,
Maestrey (1986) sefialara que las cantidades de fertilizantes quimicos a aplicar
dependia del tipo de suelo, pero que se encontraba en el orden de 120-200 kg de N,
140- 160 kg de P,Os y de 100 - 225 kg de K.O.ha™.

En la actualidad, se han implementado en el pais nuevas tecnologias para la
produccion de tomate, debido a las desfavorables condiciones edafocliméticas para su
cultivo, que combinan las caracteristicas de adaptacion de nuevos genotipos
(desarrollados por la ciencia cubana o adquiridos a firmas prestigiosas) con la mejora
de las condiciones de produccion, asi por ejemplo, se han introducido cultivos en
hidropdnicos, organoponicos y la produccién protegida donde, junto a una mejor

nutricién y riego, se hacen uso de nuevas tecnologias para el manejo de las plagas.

Con relacion a estos organismos se sabe que, en la actualidad, los nematodos
formadores de agallas constituyen una de las plagas que limitan la produccion de
tomate en todas las instalaciones de produccion protegida del pais (Rodriguez y col.,

2006, Muifio, 2008) y aparecen también en las areas de producciéon del sistema de
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agricultura urbana (Cuadra y col., 2005), de ahi que buscar alternativas para su
manejo representa un imperativo para investigadores y productores vinculados a estas

producciones.
2.2. Los nematodos fitoparasitos. Caracteristicas generales.

Los representantes del Phyllum Nematoda (Nemata) han existido por billones de afios,
haciendo de éste uno de los grupos de animales mas antiguos y diversos que pueblan
la tierra (Wang y col., 1999). Se encuentran distribuidos en todos los ambientes donde
haya posibilidad de vida, o sea, que exista al menos, una pequefia pelicula de agua,
ubicandose entre los representantes mas abundantes de la fauna del suelo,
planteando Wyss (1997) que los nematodos se han establecido por ellos mismos en
casi todos los nichos ecologicos posibles, 1o que han logrado a pesar de la relativa
simple estructura de sus cuerpos y organizacion uniforme. Unos 25 géneros son
parasitos de plantas superiores, mientras otros afectan a los animales (incluyendo los
insectos) y el hombre. Otro grupo importante es el que representa a los nematodos de
vida libre, los que son comunes en la rizosfera y juegan un rol importante en la

descomposicién y liberacion de nutrientes en el suelo (Hunt y col., 2005).

Estos nematodos poseen algunas caracteristicas comunes. Son organismos no
segmentados, poseen simetria bilateral, son triploblasticos y pseudocelomados.
Tienen una cuticula exterior que es secretada desde la hipodermis. Los musculos se
unen longitudinalmente a la hipodermis, permitiéndoles moverse dorso-ventralmente.
Poseen sistema digestivo, reproductivo, excretor, nervioso y muscular. Carecen de
sistema circulatorio y respiratorio, dependiendo de las paredes de su cuerpo para la
difusion del agua, gases y metabolitos. Casi todas las especies poseen sexos
separados y, por lo general, los machos son mas pequefios que las hembras,

presentandose dimorfismo sexual en algunos géneros (Decraemer y Hunt, 2006).

Los nematodos fitoparasitos o parasitos de plantas se distinguen del resto por poseer
una estructura parecida a una aguja hipodérmica llamada estilete, la que utilizan para
perforar las células, introducir en la planta proteinas y metabolitos que le facilitan el
proceso de parasitismo y tomar sus alimentos. Estos nematodos poseen ademas un
sofisticado sistema nervioso y Organos sensoriales que les permiten encontrar la
planta hospedante, localizar células especificas, aparearse y reproducirse (Lambert y
Bekal, 2002; Decraemer y Hunt, 2006).
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Todos los fitonematodos son parasitos biotroficos obligados que requieren de los
nutrientes de células vivas, las que son modificadas por ellos por secreciones salivares

emitidos por ellos al inicio de la ingestion de los alimentos (Wyss, 1997).

De acuerdo a sus hébitos de alimentacion los fitonematodos se agrupan en:

Ectoparasitos migratorios, los que durante todo el ciclo de vida se mantienen fuera de

la raiz y se alimentan de células de la epidermis o células poco profundas en la raiz.

Ectoparasitos sedentarios, se mantienen fuera de la raiz durante todo el ciclo de vida y

se alimentan de células modificadas en un mismo sitio por largos periodos. Por su

parte, los Endoparasitos migratorios penetran al sistema radical y se alimentan de las

células a medida que se mueven o migran a través de las raices, mientras que los

Endoparésitos sedentarios, penetran al sistema radical y se alimentan de células

modificadas, pierden la capacidad de moverse y mantienen su sitio activo de

alimentacion durante todo el ciclo. En los Endoparasitos de bulbos vy tallos, el juvenil

de cuarto estado penetra los tejidos de estos érganos y una vez en el interior, se

alimenta como un endoparasito migratorio; Los Endopardsitos de hojas, desarrollan su

ciclo de vida en el interior de las hojas penetrando a través de los estomas y una vez

en el interior, migran y se alimentan. Mientras que los Endoparasitos de semillas,

primeramente se alimentan de las hojas y cuando las plantas florecen, penetran el
primordio florar y se alimentan de la semilla en desarrollo, mudan y contindan
alimentdndose hasta que destruyen las semillas (Hussey y Williamson, 1998; Nicol,
2002; Barker, 2003; Hunt y col., 2005).

Segun Whitehead (1998), los nematodos fitoparasitos causan pérdidas de alrededor
del 10% de la produccion agricola mundial. Entre los que mas afectan, los nematodos
del género Meloidogyne son considerados de suma importancia econémica a nivel
mundial (Trudgill, 1997; Trudgill y Blok, 2001).

2.2.1. Meloidogyne spp.: Plaga de las hortalizas. Caracteristicas generales y

aspectos de su bioecologia.

Segun Netscher y Sikora, 1990 citados por Ornat y Sorribas (2008) este género de
nematodos llega a provocar pérdidas en vegetales del 30% en condiciones de campo.
Sefialaron ademas que Meloidogyne parasita a los vegetales en campo abierto y en
las instalaciones de produccion protegida y que la importancia econémica de este
género depende de la frecuencia de infestacion y los niveles poblacionales. Los dafios
son grandes en los vegetales en las casas de cultivos, debido a la susceptibilidad de
las variedades empleadas, la intensidad del cultivo y los factores ambientales
(Rodriguez y col., 2005; 2006; Ornat y Sorribas, 2008).
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En Cuba, donde los estudios de pérdida son escasos, se sabe que Meloidogyne spp.
provoco pérdidas de 19% en pimiento (Capsicum annuum, L.) (Castillo, 1988), 20% en
tomate y quimbombd (Abelmoschus esculentus (L.) Moench) y 17% en berenjena
(Solanun melongena L.) (Stefanova y Fernandez, 1995). En casos de altas
poblaciones, se han informado pérdidas en pepino (Cucumis sativus L.) relacionadas
con Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood, de mas del 70% (Gomez, 2007),
de ahi la importancia de implementar medidas para el manejo de estos nematodos en

las areas de produccion de hortalizas.

El género Meloidogyne, ubicado en el grupo de los endoparasitos sedentarios, ha
evolucionado hacia una relacion de alimentacién con sus hospedantes muy compleja y
especializada (Hussey y Williamson, 1998), de ahi que este grupo de nematodos
biotroficos viven en estrecha relacién con el hospedante a través de las células de las

que se alimentan “sin matarlas” (Dalmasso y col., 1992 citados por Gomez, 2007).

La posicidn sistematica de los nematodos formadores de agallas hasta el nivel de
Familia ha sido objeto de discusion durante muchos afos y luego de los estudios de

De Ley y Blaxter (2002), su ubicacion taxondmica se expresa como sigue:

Phylum Nematoda Pott, 1932; Clase Chromadorea Inglis, 1983; Subclase
Chromadoria Pearse, 1942; Orden Rhabditida Chitwood, 1933; Suborden Tylenchina
Thorne, 1949; Infraorden Tylenchomorpha De Ley y Blaxter, 2002; Superfamilia
Tylenchoidea Orley, 1980; Familia Meloidogynidae Skarbilovich, 1959; Subfamilia
Meloidogyninae, Skarbilovich, 1959; Género Meloidogyne Goldi, 1892.

Este género posee més de ochenta especies (Subbotin y Moens, 2006), de las cuales
diez son importantes plagas. Destacadndose M. incognita, Meloidogyne javanica
(Treub) Chitwood, Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood, Meloidogyne hapla
(Chitwood), y la recientemente considerada plaga emergente, Meloidogyne
mayaguensis Rammah y Hirshmann (Eisenback y Triantaphyllou, 1991; Walters y
Barker, 1994; Rodriguez y col., 2007b).

En Cuba, se ha informado la presencia de M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M.
hapla, M. mayaguensis, y M. grahami Golden y Slana (Sanchez y col., 1994;
Rodriguez y col., 1995; Fernandez y col., 1998; Rodriguez, 2000). Sin embargo, la
especie de mayor distribucion es M. incognita (Fernandez y col., 1998; Gémez, 2007),
la que afecta un gran numero de plantas (Cuadra y Bernal, 1997; Fernandez y Ortega,
1998; Fernandez y col., 1998; 2001; Cuadra y col., 2002; Gandarilla, 2005; Gémez,

2007), entre las que se encuentra el tomate.
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La morfologia de los nematodos formadores de agallas cambia durante su ciclo de
vida y se caracteriza por presentar un marcado dimorfismo sexual (Hunt y col., 2005),
donde las hembras adultas son globosas y los machos vermiformes (Karssen y
Moens, 2006).

Los huevos de Meloidogyne spp. estan retenidos dentro de una matriz gelatinosa
secretada por la hembra (Wright y Perry, 2006), denominada ooteca, la que se
encuentra expuesta hacia el exterior de la raiz, cuando las agallas son pequefas (al
inicio de las infestaciones), y en el interior de éstas, en raices altamente agalladas,
aspecto que debe tenerse en cuenta cuando se seleccionan medidas biolégicas para
el manejo de las poblaciones (Hidalgo 2000). Con relacion a la cantidad de huevos
producidos por cada hembra se plantea que el valor oscila desde 500 a 1500 huevos
(Ornat y Sorribas, 2008).

Los juveniles de segundo estado (J2) son los especimenes infestivos, aparecen
frecuentemente libres en el suelo, pero también se encuentran dentro de las raices,
buscando nuevos sitios de alimentacion. Una vez que los J2 abandonan el huevo, si
se encuentran en el interior de las raices, infestan los tejidos cercanos y, si por el
contrario, se encuentran en el exterior, migran en el suelo en busca del hospedante.
Este estadio del ciclo, en su penetracion y movimiento utilizan medios mecanicos y
quimicos, sefialdndose que, segregan enzimas digestivas que debilitan la lamina

media entre células (Fenoll y del Campo, 1998).

En las raices, cuando los J2 alcanzan el cilindro vascular en desarrollo, reconocen una
célula particular y se establecen, convirtiéndose dicha célula en la precursora del sitio
de alimentacion. En la induccion de estos sitios, estan involucrados complejos
mecanismos que son “iniciados” en presencia de las secreciones de los nematodos.
La formacion de la célula gigante, como sitio de alimentacion permanente, es el
resultado de repetidas divisiones nucleares sin citokinesis, donde después de 24h de
la penetracion del estilete del nematodo se pueden observar dos nucleos y en las
proximas 24h mas de 10, lo que resulta en una célula grande multinucleada (Abad y
col., 2003).

Al formarse estas células gigantes, se blogquean los vasos del xilema e inducen la
multiplicacibn de células corticales, que aumentan en tamafio y numero,
produciéndose la agalla o nédulo en la raiz (Almeida-Engler y col., 1999). El tamafio
de la agalla esta relacionado con la planta hospedante, el nUmero de J2 que penetren

y la especie de nematodo (Karssen y Moens, 2006; Gomez, 2007).
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Una vez fijados en el sitio de alimentacioén, las larvas pasan por una segunda, tercera y
cuarta muda, hasta alcanzar su fase adulta y madurez sexual. Durante la tltima muda,
las larvas que se convierten en machos cambian dramaticamente su forma y
abandonan la raiz, pues no se alimentan. Por su parte, las hembras comienzan a
engrosar su cuerpo y, Como consecuencia, provocan ruptura de los tejidos de la planta
guedando conectadas a través de su estilete al sitio de alimentacién. Las hembras se

reproducen sexual o asexualmente (Hunt y col., 2005; Karssen y Moens, 2006).

Dentro de los huevos se forma el primer estado larval y se produce la primera muda
antes de eclosionar como J2 (Hunt y col.,, 2005; Karssen y Moens, 2006). La
produccion de huevos es un proceso muy perjudicial para la planta infestada, pues su
formacion supone una gran demanda de agua, nutrientes y productos de la

fotosintesis por parte de las hembras de Meloidogyne spp. (Fenoll y del Campo, 1998).

Diversos factores influyen sobre el ciclo de vida de estos nematodos, conociéndose
que los niveles poblacionales y la duracion del ciclo dependen de su adaptacion al
ambiente fisico (textura, humedad, aireacion y temperatura) y biolégico del suelo, su
compatibilidad con la planta hospedante y el consiguiente acceso a fuentes de

nutrientes (van Gundy, 1985).

La temperatura se considera el factor de mayor influencia en la duracion del ciclo de
vida de Meloidogyne spp., estableciéndose que en ambientes tropicales el ciclo de
vida es mas corto y viceversa. Asi, tenemos que cuando el proceso transcurre entre 28
y 30°C, se completa en unos 21 dias (Sanchez y Rodriguez, 1998). Otros factores que
influyen sobre Meloidogyne spp., son la porosidad, oxigenacién, porcentaje de arena,
arcilla y el pH, demostrandose que las poblaciones de estos nematodos se desarrollan

mejor en los suelos arenosos que en los suelos arcillosos (Edongali y Ferris, 1982).

Por su parte, los nematodos son activos en suelos con niveles de humedad del 40-
60% de la capacidad de campo. En suelos secos ocurre una drastica reduccién del
namero de huevos y juveniles y en condiciones de excesiva humedad se reduce la
eclosion de los huevos, asi como el metabolismo, movimiento e infestividad de los J2 y
el crecimiento y reproduccién de las hembras (van Gundy, 1985), por lo que este factor

es determinante también en la biologia de estos nematodos.

Debido a su alto potencial reproductivo, ciclos de vida cortos, capacidad de parasitar
unas 2000 especies de plantas y los dafios que provoca, Meloidogyne spp., es
considerado plaga en la produccion de alimentos, asi por ejemplo, hoy se sabe que
constituye una importantisima plaga en las plantaciones en campo abierto y el factor

limitante de la produccion protegida de tomate en Cuba (Rodriguez y col., 2006;
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Gdmez, 2007; Muifio, 2008), de ahi la importancia de establecer medidas de manejo
para disminuir el impacto de estos parasitos sobre los rendimientos y calidad de las
cosechas, debido a sus dafios directos (Fernandez y col., 1998; Fernandez y Ortega,
1998; Karssen y Moens, 2006) y a su capacidad de intervenir en enfermedades de
etiologia compleja junto a hongos (Phytophthora spp.; Phytium spp., Fusarium spp.) y
bacterias (Ralstonia solanacearum Smith) (Suarez y col., 1992; Ateka y col., 2001;
Castillo y col., 2003).

2.2.2. Meloidogyne spp.: Elementos de las principales tacticas utilizadas para su

Manejo.

La aplicacién de productos quimicos a los suelos y su relacién con el aumento de la
productividad de los cultivos fue, precisamente, uno de los elementos que hicieron que
los investigadores y productores confirieran importancia a este vasto grupo de
organismos habitantes del suelo, de ahi que, el control quimico fue el método utilizado
con mayor frecuencia a partir de la segunda mitad del siglo XX. Este método es
indudablemente eficaz para el control de diferentes especies de nematodos
fitopardsitos, resultando uno de los productos mas populares el Bromuro de Metilo. Sin
embargo, su empleo ha sido restringido y en muchos paises prohibido, por los efectos
nocivos al ambiente y la salud humana y por el deterioro que provoca a la capa de
Ozono (Thomas, 1993).

El impacto negativo que los nematicidas han provocado al hombre y su entorno
(Brown y ferry, 1987) ha hecho que en los dltimos afios, investigadores, productores y
decisores trabajen en la busqueda de alternativas de manejo para los nematodos
dirigidas a la sustitucion de los productos quimicos por practicas mas amigables con el
agroecosistema. Entre las principales tacticas que hoy se emplean se destacan las
gue representan medidas fisicas, culturales, el uso de agentes bioldgicos, el control
bioquimico y genético, entre otras (Rodriguez y col., 2005; 2006; Rodriguez y col.,
2007; Vazquez y Fernandez, 2007).

El denominado Control Fisico, consiste en la utilizacién de algun agente fisico como la
temperatura, humedad, radiacién solar, en rangos que resulten letales para los
nematodos. El fundamento del método es que estos organismos soélo pueden
desarrollarse y sobrevivir dentro de ciertos limites de intensidad de los factores fisicos
ambientales; pues mas all4 de limites minimos y maximos, las condiciones resultan
letales (Brown y Ferry, 1987; Noling, 1999). Enmarcadas en este tipo de control se
cuentan el uso de Vapor, Solarizacion y la Inundacién, con resultados variables en el

manejo de nematodos, pero que, de manera general, bien aplicados resultan efectivos
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(Van Gundy, 1985; Alcazar, 1991; Lamberti, 1997; Noling, 1999; Rodriguez-Kabana,
1997; McSorley y McGovern, 2000; Bello, 2001; Tayeta, 2001; Fernandez y col., 2004;
Urbano; 2004).

Otro tipo de control muy utilizado desde inicios de la propia agricultura es el llamado

Control cultural o manejo cultural, ya que la mayoria de las practicas o labores de

cultivo tienen un impacto directo o indirecto sobre la incidencia y severidad de las
enfermedades ocasionadas por organismos del suelo (Widmer y col., 2002). Entre las
principales practicas culturales para el manejo de nematodos se encuentran el
barbecho, la rotacion de cultivos, uso de cultivos trampas, cultivos de cobertura,
enmiendas orgénicas, biofumigacion y el uso de cultivares resistentes e injertos
(Ruelo, 1983; Castillo, 1988; D’'Addabbo, 1995; Stefanova y Ferndndez, 1995; Bello y
col., 1997; Miguel, 1997; Rodriguez-Kébana, 1997; Trivedi, 1998; Williamson, 1998;
Noling, 1999; Cuadra y col., 2000; Diaz-Viruliche, 2000; Ploeg, 2002; Wang y col.,
2002; Braga y col., 2003; Cuadra y col., 2005; Diaz-Viruliche y col., 2004; Gémez y
Rodriguez, 2005; Matthiessen y Kirkegaard, 2006; Rodriguez y col., 2006; Godémez,
2007, Ornat y Sorribas, 2008, Ploeg, 2008).

Por su parte, el Control Bioldgico, tan viejo como la propia agricultura (Bilgrami, 2008),

es en la actualidad una excelente herramienta en el manejo de los nematodos, si se
utilizan estos organismos benéficos dentro de programas de manejo integrado y no se
dejan solos en el enfrentamiento con las poblaciones de nematodos (Rodriguez y col.,
2006), sefalando Hidalgo - Diaz y Kerry (2008) que ningln organismo u agente de

control biolégico (ACB) proveen adecuado control cuando son aplicados solos.

Segun Bilgrami (2008), el control biolégico puede ser definido como la accién de
parasitos, predadores y patdogenos en el mantenimiento de las densidades
poblacionales de otros organismos, a niveles més bajos que las que presentan dichos

organismos en ausencia de estos biorreguladores.

Para el manejo de nematodos fitoparasitos, entre los grupos microbianos con mayores
potencialidades se encuentran las bacterias y los hongos (Stirling, 1991; Kerry y Jaffee,
1997).

Dentro de las bacterias, la especie Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre y Starr,
parasito obligado de nematodos formadores de agallas y otros géneros de nematodos,
ha sido muy estudiada y utilizada (Ciancio y col., 1999; Gowen y col., 2008). La
mayoria de los aislamientos son altamente infectivos, sus endosporas son resistentes
a la desecacion y pueden sobrevivir en el suelo. Su poblaciéon se incrementa con el

cultivo repetido de plantas hospedantes susceptibles a los nematodos, sefalando
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Kerry (1997) que al ser un parasito obligado, su reproduccion masiva in vitro y su
proliferacion en el suelo en ausencia de nematodos es dificil. No obstante, se sabe
actualmente que la reproduccion in vitro ha sido posible por Pausteria BioScience LLC
de Florida con el uso de fermentadores (Gowen y col.,, 2008) lo que sin dudas

aumentara su aplicacion agricola.

De igual modo, se conocen especies del género Bacillus que han sido sefialadas como
organismos potenciales para el manejo de nematodos. Sus toxinas afectan la
morfologia de los huevos y/o juveniles de nematodos, y algunos aislamientos tiene la
capacidad de colonizar y destruir huevos de Meloidogyne spp. (Gullino y Benuzzi,
2003).

En Cuba, se ha demostrado la actividad biologica de las cepas LBT-24 y LBT-25 de
Bacillus thuringiensis Berliner contra M. incognita (Marquez y col., 2003; 2004), pero
presentan limitantes en su uso, debido a su poca persistencia en el campo y el hecho

de no llegar a abarcar todos los nichos ecolégicos (Fernandez-Larrea, 2002).

Por su parte, otra bacteria constituye el ingrediente activo del producto HeberNem®, el
gue es producido y comercializado por los laboratorios HeberBiotech (Cuba). Posee en
la actualidad amplio uso en el manejo de Meloidogyne spp., en casas de cultivo
protegidos y la especie de bacteria que contiene es Tsukamurella paurometabola
(Steinhaus) cepa C924, demostrando ser efectiva también en el manejo de
Radopholus similis (Cobb) Thorne y Pratylenchus spp., estando su modo de accién
centrado en la liberacion de sulfuro de hidrégeno y quitinasas (Mena y col., 2004,
2005). Este producto posee una limitante, su efectividad se expresa en suelos con un
contenido de materia organica superior al 3%, condicion que no siempre se encuentra

en los suelos de forma natural.

Otro grupo de bacterias, denominadas rizobacterias promotoras del crecimiento,
colonizan las raices y se convierten en “envolturas bioldgicas” que retrasan la invasion
por los nematodos (Rodriguez-Kabana, 1997), producen toxinas o alteran los
exudados de las raices, haciéndolas menos atractivas a los fitonematodos y su
antagonismo ha sido asociado con la produccién de quitinasas y colagenasas
(Ooostendorp y Sikora, 1990 citados por Puerta, 2006). Entre estas bacterias se
refieren especies de Rhizobium Frank, Bradyrhizobium Jordan, Azotobacter
chroococcum Beijerinck y Azospirillum brasilense Tarrand, Krieg y Dobereiner
(Hallman y col., 2001; Mahdy y col., 2001; Reimann y Sikora, 2001; Siddiqui y
Mahmood, 2001; Siddiqui y col., 2001; Siddiqui y col., 2002 todos citados por Puerta,
2006).

12



Revision Bibliografica

Con relacion a los hongos, Ornat y Sorribas (2008) sefialaron que numerosos
antagonistas de nematodos han sido encontrados en la zona mediterranea, entre ellos:
Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams var. chlamydosporia, P.
chlamydosporia var. catenulata, Fusarium oxysporum f.sp., F. solani, Fusarium spp.,
Acremonium strictum (W. Gams), Gliocladium roseum (Bainer), Cylindrocarpon spp.,
Engyodontium album (Limber) y Dactylella oviparasitica (Strain). A escala mundial,
Stirling (1991) y Kerry (2000) informaron a especies de Hirsutella, Arthrobotrys,

Dactilarya, Fusarium, Paecilomyces y Pochonia.

En Cuba, se aplico con éxito Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson, pero su uso fue
suspendido entre los afios 1993 y 1995 debido a informes internacionales de los

hallazgos de infecciones de cepas de este hongo en pacientes inmuno-deprimidos.

Otro grupo que recibi6é atencién a inicios de los afios 2000, fue el género Arthrobotrys
(Gémez y col., 2003), pero su desarrollo como producto comercial nunca se
materializd. Por su parte, especies del genero Trichoderma han sido utilizadas para el
manejo de nematodos en Cuba, debido a su versatilidad, adaptabilidad y facil
manipulacién (Fernandez-Larrea, 2001) y, sobre todo, a su disponibilidad, al ser el
hongo de mayor produccion en los CREE, lo que ha posibilitado que Trichoderma spp.
se emplee con éxito, junto a otras tacticas en el manejo de nematodos, en cultivos
horticolas en sistemas de Agricultura Urbana y Cultivos Protegidos (Méndez y
Polanco, 2000; Fernandez y col., 2004; Pérez y col., 2004a y b; Rodriguez y col.,
2005; 2006).

En Cuba, la cepa seleccionada IMI SD 187 de Pochonia chlamydosporia var.
catenulata ha reducido significativamente las infestaciones de nematodos en sistemas
de produccion comercial de vegetales en combinacion con el uso de plantas pobres
hospedantes (Atkins y col., 2003; Hidalgo-Diaz y Kerry, 2004 citados por Hidalgo-Diaz
y Kerry, 2008).

2.3. Pochonia chlamydosporia. Distribucion. Clasificacion taxondmica vy

caracteristica.

El hongo nematdéfago Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams (ex
Verticillium chlamydosporium Goddard), es un parasito facultativo de huevos de
nematodos formadores de quistes y agallas, presentes comunmente de forma natural
como saprofitico en una gran diversidad de suelos y agro-ecosistemas de todo el
mundo (Gams y Zare, 2001). Entre las especies mas estudiadas por sus
potencialidades como ACB se sefiala P. chlamydosporia, con sus variedades

chlamydosporia y catenulata.
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En estudios realizados por Hidalgo (2000 y 2002), en suelos de dos regiones
montafiosas de Cuba, obtuvieron 83 aislamientos de hongos nematofagos del genero
Verticillium (ex- Verticillium chlamydosporium Goddard), encontrando una gran
variabilidad intraespecifica en este género, notificando la presencia de tres especies y
dos variedades, asi como las caracteristicas de los aislamientos cubanos coincidieron
con las descripciones de los aislamientos que procedian de paises europeos

realizadas por Gams (1988).

Gams y Zare (2001) después de desarrollar una revision del género Verticillium,
informaron la siguiente posicion sistematica: Reino: Fungi; Phylum: Deuteromycota;
Clase: Hyphomycetes; Geénero: Pochonia; Especie: Pochonia chlamydosporia.
Sinénimos: Verticillium chlamydosporium; Stemphyliosis ovorum Petch; Diheterospora
heterospora (Kamyschko, 1962), Pochonia humicola (Batista y Fonseca, 1965),
Dictyoarthrinopsis  kelleyi  (Dominik y  Majchrowicz, 1966), Diheterospora
chlamydosporia (Barron y Onions, 1966).

Para este género y las especies incluidas, Gams y Zare (2001), informaron las
siguientes caracteristicas: Colonias de rapido crecimiento, con 15-40 mm de diametro
de la colonia a los diez dias en extracto de malta. Conidi6éforos usualmente postrados
y pequeiias hifas diferenciadas, algunas veces erectas, fidlides verticiladas o solitarias,
y conidios de forma subglobosa, elipsoidal a bacilar. Producen dictioclamidosporas

sobre la superficie de la colonia o sumergidas en el agar. Cristales ausentes.

Goddard (1913), sefiald6 como caracteristica mas distintiva de la especie
chlamydosporia la formacién de clamidosporas, las cuales son mas abundantes en el
micelio viejo, que adquiere una coloracidon crema a ocracea, mientras que el estado
verticilado ocurre mas abundantemente sobre micelio joven cerca del margen de la

colonia.

La descripcion dada por Gams (1988) sefiala que las colonias sobre agar-malta son de
color blanco a crema, u ocraceo pdlido dada la presencia de clamidosporas, con
micelio usualmente fino y fidlides emergiendo simples o en racimos de dos a tres, a
partir de hifas postradas. También se presentan en racimos terminales de cuatro o
cinco. Los conidios son subglobosos a ovoides o elipsoidales, midiendo 3 - 4,5 x 1,5 -
2,2 um. Las clamidosporas, de 20 — 25 um de didmetro, se producen abundantemente
sobre un pedunculo en el micelio aéreo. Para el caso de la variedad catenulata, las
colonias son similares, mientras que los conidios son subglobosos a dacroides,
midiendo 2 - 3,5 x 1,7 - 2,5 um, con su base, y en ocasiones el extremo, ligeramente

puntiagudo, dispuestos en cadenas.
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La distincion entre conidios dispuestos en fialides en cadenas y en falsas cabezas
permitié definir las variedades catenulata y chlamydosporia, respectivamente, dentro
de la especie V. chlamydosporium (Gams, 1988). Este criterio lo mantuvieron Gams y

Zare (2001) al reubicar esta especie en el género Pochonia.

Peteira B (2005) realiz6 la caracterizacion de P. chlamydosporium var. Catenulata,
cepa IMI SD 187, demostrando que esta posee clamidosporas que contienen alto
contenido de proteinas, que pueden tener enzimas que sirven para la degradacion de

los diferentes sustratos y que le posibilitan una mejor sobrevivencia.

2.3.1. Proceso de infeccion P. chlamydosporia sobre huevos de Meloidogyne spp. y

proliferacion.

En observaciones realizadas por Morgan-Jones y col. (1983) y Seger y col. (1996),
sobre el proceso de infeccién de los huevos de Meloidogyne spp., demostraron que P.
chlamydosporia forma una red de micelio en estrecho contacto con las masas
gelatinosas (ootecas), produciéndose la penetracion de los huevos a través de
apresorios desarrollados al final de largas hifas o ramas laterales, donde se
desarrollan tubos de penetracion extremadamente finos y cortos, los que,

inmediatamente después que penetran la cuticula de los huevos, se ensanchan.

Lopez-Llorca y col. (2002a y b) observaron que P. chlamydosporia parasita huevos de
nematodos formadores de agallas y quistes, formando apresorios que se adhieren a la
cubierta del huevo. La forma y numero de apresorios y la extension de su crecimiento
sobre la superficie del huevo estan determinados por el nematodo hospedante (Segers
y col., 1996). Posteriormente, se produce la penetracion de la cubierta del huevo y la

digestion del contenido del mismo (Jansson y Lépez-Llorca, 2004).

La penetracion de la cuticula de los huevos de Meloidogyne spp. por P.
chlamydosporia es producto de la accion conjunta de la presion fisica y una actividad
enzimatica de tipo hidrolitica especifica, correspondiente a enzimas como esterasas,
proteasas de tipo serina, quitinasas y lipasas; que juegan un papel importante en la
degradacion de cada una de las laminas que conforman la estructura y composiciéon
quimica de la capa externa de los huevos (Segers, 1996; Morton y col.,
2003b;Tikhonov y col., 2002; Mendoza de Gives y col., 2003; Huang y col., 2004;
Morton y col., 2004; Peteira, 2006). Adicionalmente, Lépez-Llorca (2008) inform6 que
P. chlamydosporia tiene la accion de producir metabolitos que frenan la accion de la

eclosion de los huevos de nematodos.

Todos los estados de P. chlamydosporia ocurren en el suelo (Baker, 1974). Las

clamidosporas le permiten al hongo sobrevivir cuando el hospedante es escaso (Leij y
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Kerry, 1991), hasta tres meses (Kerry y col., 1993), mientras que la dispersion en el
suelo producto del crecimiento de las hifas es muy limitada (Kerry, 1988b). No
obstante, el hongo puede colonizar la rizosfera y proliferar en el suelo (Bourne y col.,
1996), siendo mas abundante en los organicos que en suelos minerales (Kerry, 1989),
con temperatura de 22 °C (6ptima para la espoluracion in vitro), mientras que, después
de una generacion, la colonizacion de la rizosfera es mejor a temperaturas de 20 °C,
25 °C y 30 °C (Leij y col., 1992).

2.3.2. Interacciones entre Meloidogyne spp - P. chlamydosporia - Planta

hospedante.

Como P. chlamydosporia es un parasito facultativo, tiene una fase saprofitica que es
afectada por la planta hospedante, debido a las complejas interacciones que tienen
lugar en la rizosfera (Kerry, 2001). Se ha comprobado que P. chlamydosporia es capaz
de formar una cadena de hifas en las células epidérmicas y corticales, sin llegar al

cilindro vascular de las raices de la planta hospedante (Lépez-Llorca y col., 2002a).

Las especies de plantas presentan diferencias en cuanto a su capacidad para permitir
el crecimiento de P. chlamydosporia y se ha comprobado que en especies de plantas
pobres hospedantes del hongo, la densidad del mismo no aumenta significativamente,
aun cuando las tasas de aplicacién sean incrementadas grandemente (Bourne y Kerry,
1999). Un crecimiento amplio de P. chlamydosporia en la rizosfera es esencial para el
control de los nematodos (de Leij y Kerry, 1991), por tanto, las especies de plantas
deben ser cuidadosamente seleccionadas si se desea obtener el maximo de
efectividad del ACB (Puertas, 2006).

Aunque el papel de los exudados radicales sobre el crecimiento del hongo y su cambio
de estado saprofitico a parasitico no se conoce, se ha demostrado que un exceso de
carbono inhibe la produccion de enzimas clave involucradas en el proceso de infeccién
(Segers y col., 1999). La estimulacion del crecimiento fungico en raices infestadas
ocurre cuando aparecen las ootecas, lo cual puede ser resultado directo de la
colonizacién de estas o de la liberacién de nutrientes por la rizosfera (Bourne y col.,
1996).

Por otro lado, la efectividad de este hongo como ACB se ve afectada por la
susceptibilidad a los nematodos de la planta hospedante y por el numero de
nematodos que invaden las raices, ya que grandes densidades de nematodos en un
cultivo susceptible dan lugar a que una cantidad significativa de ootecas permanezcan
dentro de las agallas, alejadas de la accion de P. chlamydosporia. Por el contrario, la

efectividad de P. chlamydosporia como ACB se ve favorecida en cultivos pobres
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hospedantes de Meloidogyne spp., que permitan un crecimiento abundante del hongo
y una mejor colonizacion de las masa de huevos, lo que proporciona una gran
reduccion en la poblacién de nematodos formadores de agallas (Bourne y col., 1996;

Kerry y Bourne, 1996).

Aunque los aislamientos de P. chlamydosporia difieren en su virulencia, especies
distintas de nematodos formadores de agallas son igualmente susceptibles a un
aislamiento especifico del hongo. Los huevos inmaduros son mas faciimente
infectados que los huevos que contienen juveniles de segundo estado, y muchos
pueden escapar de la infeccibn a temperaturas de 30°C, ya que estos maduran y
eclosionan antes que las ootecas sean totalmente colonizadas por el hongo (Kerry,
2001).

Por tanto, la eficacia de P. chlamydosporia se ve afectada por factores claves como: la
cantidad de hongo en la rizosfera, la velocidad de desarrollo de los huevos en las

masas y el tamafio de las agallas en las cuales se desarrollan las hembras.

En Cuba, se aislaron y probaron diferentes especies de Pochonia para el control de M.
incognita. De los aislamientos estudiados se seleccion6 la cepa IMI SD 187, de la
variedad catenulata, como la mas promisoria, con un 68% de huevos de M. incognita
parasitados en condiciones semicontroladas y el 70% de las masas de huevos
colonizadas en la rizosfera del tomate, después de seis meses de aplicado el hongo
en una sucesion de cultivos (Hidalgo-Diaz, 2000; Hidalgo-Diaz y col., 2000; Atkins y
col., 2002; Atkins y col., 2003).

Para esta cepa, se desarroll6 una tecnologia de Fermentacion en Estado Soélido en
Bolsa que permite obtener mayores rendimientos en la producciéon de clamidosporas,
con el uso de un sistema de gestidn de la calidad bajo la Norma Cubana NC ISO 9001
(Montes de Oca, 2005a). Ademas, se demostré que el método de subcultivos no
afecta el comportamiento de indicadores culturales, morfolégicos, enzimaticos,
productivos y patogénicos, ni la produccion de enzimas asociadas con la infeccion de
los huevos de M. incognita, lo cual reafirma la robustez de la cepa (Montes de Oca y
col., 2005b; Peteira B y col., 2005a).

Su efectividad como ACB de nematodos formadores de agallas ha sido comprobada
en experimentos en macetas y en pequefias parcelas (Kerry e Hidalgo-Diaz., 2004,
Montes de Oca y col., 2005b; Puertas, 2006; Puertasy col., 2007).

Los resultados obtenidos acerca del potencial de P. chlamydosporia y en particular, de
la cepa IMI SD187 de la variedad catenulata, como agente de control biolégico de

nematodos formadores de agallas sefialan que, ademas de incrementar la eficiencia
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en la produccion del ACB, se requiere estudiar y mejorar las técnicas de aplicacion,
como soporte al uso practico de este hongo. Se hacen necesarias evaluaciones mas
extensivas a nivel de campo que permitan profundizar en los conocimientos de la
dinamica de la interaccién hongo-nematodo y los factores que la afectan. Asi como
deben ser desarrollados otros estudios dirigidos a evaluar el efecto del agente de
control biolégico sobre microorganismos beneficiosos, tales como otros antagonistas,
hongos micorrizicos arbusculares, bacterias fijadoras de nitrégeno y organismos

nativos del suelo en general (Puertas, 2006).

2.3.3. Integraciéon de Pochonia chlamydosporia como agente de control biolégico

con otras tacticas para el manejo de nematodos formadores de agallas.

Aplicaciones conjuntas de P. chlamydosporia con otros agentes (P. penetrans,
Paecilomyces lilacinus, Hirsutella rhossiliensis, Gigaspora margarita, Glomus
deserticola) ha brindado resultados satisfactorios, demostrado por el aumento del
parasitismo de huevos y reduccién de poblaciones de nematodos formadores de
agallas (Leij y col., 1992; Siddiqui y Mahmood, 1995; Rao y col., 1997, 1998; Viaene y
Abawi, 2000; Cannayane y Rajendran, 2001).

Su aplicacién, junto a otras practicas como abonos verdes, enmiendas organicas y
rotacién de cultivos, ha sido efectiva, incrementando la actividad del hongo (Davies y

col., 1991; Campos y Campos, 1996; Ehteshamul y col., 1996a y b).

Otros investigadores como Bourne, (2001) y Verdejo-Lucas y col., (2003), realizaron
aplicaciones en tratamientos combinados del hongo P. chlamydosporia con
nematicidas, como aldicarb y oxamyl, demostrando compatibilidad y efectividad en el

control de nematodos formadores de agallas.

La efectividad de dos tipos de inéculo de P. chlamydosporia var. catenulata dentro de
una secuencia de cultivos tomate-habichuela-tomate-col, para ser utlizada como
estrategia de rotacion de cultivo en el manejo de poblaciones de M. incognita, fue
evaluada por Puertas (2006), donde el hongo se establecio y proliferé perfectamente
en el sustrato y raices de los cultivos durante todo el desarrollo del experimento,
encontrandose sus poblaciones en un rango de 5 a 6 x 10* UFC en el sustrato y 4 a 6

x103 UFC en las raices.

Puertas (2006), realiz6 experimentos a nivel de macetas donde evalué la interaccién
de P. chlamydosporia, cepa IMI SD 187, con otros microorganismos beneficiosos de
interés agricola como Rhizobium Frank, Tricoderma harzianum Rifai y Glomus clarum

Nicol, en el manejo de M. incognita, demostrando la efectividad y actividad parasitica
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de P. chlamydosporia como ACB en la reduccion de las poblaciones de nematodos

formadores de agallas y su compatibilidad con los microorganismos estudiados.

2.4. Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA). Concepto, clasificacion y

distribucion. Funciones en los agroecosistemas.

El termino micorriza, describe una asociacion mutualistica entre hongos del suelo y
plantas superiores, y etimolégicamente significa hongo de la raiz, derivado del griego
mico (hongo) y riza (raiz); y fue utilizado por primera vez por Albert Bernard Frank en
el afo 1985. Trappe, 1994, citado por Jonson y col., (1997) define a las micorrizas en
términos funcionales y estructurales como “érganos de absorcion dobles que se forman
cuando los hongos simbiontes viven dentro de los 6rganos de absorcién sanos (raices,

rizomas o tallos) de plantas terrestres, acuaticas o epifitas”.

Se plantea que existen tres tipos de micorrizas, las cuales se diferencian,
principalmente, por su morfologia, siendo estas: (i) las ectomicorrizas, que poseen
unas 5000 especies, pertenecientes a Basidiomicetes, crecen intercelularmente en la
corteza de la raiz de las plantas, formando un manto fungoso observable a simple vista
(i) Las ectoendomicorrizas, son ectomicorrizas que presentan penetracion intracelular
y (iii) las endomicorrizas, que no afectan la morfologia externa de la raiz, por lo que no
es posible observarlas a simple vista, crecen inter e intra celularmente y forman, dentro
de las células corticales, estructuras especificas fungosas; son las mas importantes y
las ma&s ampliamente distribuidas, tanto geogréficamente, como en las plantas
superiores. Este ultimo tipo, también llamadas Micorrizas Arbusculares, se presentan
en la mayoria de las especies de plantas y se estima que, aproximadamente, el 96%

de las plantas forman dicho tipo de asociacién (Read, 1999).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA), se han clasificado
taxbnomicamente a partir de la similitud de caracteres morfologicos, funciones
fisiolégicas y criterios filogenéticos (Schenk y Pérez, 1997; Morton, 1988; 1990a y b).
Estan clasificados en la clase Zygomycotina, orden Glomales y agrupados entres las
familias: Glomaceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae. Los géneros mas comunes
son: Acauolospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y Scutellospora
(Morton, 2000).

La morfologia de los HMA es simple, poseen esporas de origen asexual,
heterocaridticas, multinucleados, con micelio aseptado, caracteristico de los
Zygomicetos y se les considera biétrofos obligados, dada su necesidad de un
hospedero para desarrollarse (Sieverding y Toro, 1988; Smith y Gianinazzi-Pearson,

1988). Las estructuras del hongo dentro de la raiz de la planta, estan en contacto con
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el micelio externo que rodea en una red difusa la raiz, lugar en donde son formadas,

libremente o en esporocarpos, las azigosporas o clamidosporas del hongo.

Su taxonomia se basa en las diferencias de forma, contenido citoplasmético, color,
tamafio y forma de germinacién de las esporas, hifas de sustentacion y estructuras
subcelulares de la espora (paredes y membranas internas), (Gerdemann y Nicolson,
1963; Sieverding y Toro, 1988).

En el caso del género Glomus del latin, Glomus (bola de Hielo), hace referencia a la
posible forma de un esporocarpo. El género fue descrito por Tulasne y Tulasne en
1845 (Starner y Morton, 1997), informandose la presencia de especies de este género
en la mayoria del habitat de la naturaleza. Tienen como caracteristica que las
clamidiosporas nacen terminalmente en una hifa no diferenciada (raras veces dos o
mas), el poro de la hifa conectada es cerrado por un septo o por el engrosamiento de la
pared (Sanchez de Prager., 1995).

2.4.1. Desarrollo de la simbiosis micorrizica arbuscular (MA).

La formacion de la simbiosis MA es un proceso complejo, segun Barea y col. 1991,
citados por Rodriguez (2004), es caracterizado por distintos estadios del
establecimiento del hongo, donde se distinguen las siguientes fases: (1) Germinacién
de la espora, la cual se ve estimulada por la presencia de los exudados radicales y
estd influenciada por determinados microorganismos del suelo y, fundamentalmente,
por las condiciones fisico - quimicas del mismo, (2) formacion del apresorio sobre las
células epidérmicas, producto del aumento de la presion hidrostatica en la zona apical
de la hifa infectiva, (3) penetracion radical a través de los pelos radicales o de las
células epidérmicas, por la combinacién de procesos mecanicos y enzimaticos, (4)
crecimiento intercelular a partir de la hifa de penetracion que se extiende entre las
células de la epidermis hacia la corteza de la raiz, sin penetrar el sistema vascular ni
los meristemos radicales, (5) desarrollo del micelio extramatrical en el suelo con la
formacion de las estructuras ramificadas de absorcion, las que aumentan
considerablemente la superficie de absorcién de la planta y su capacidad para captar
nutrientes y agua, (6) formacion de arbusculos intracelularmente, con el consiguiente
aumento en la superficie de contacto entre el hongo y la planta, también se pueden
formar vesiculas y células auxiliares, en dependencia de la especie fungica y (7)

formacion de esporas, cerrandose el ciclo de vida de los HMA.

La simbiosis (MA) puede ser afectada por varios factores; entre ellos, la luz (Hayman,

1974; Furlan y Fortin, 1997), temperatura del suelo (Orozco, 1986; Daniels y Trappe,
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1980), contenido de agua presente en el suelo (Daniels y Trappe, 1980; Strullu, 1991;
Secilia y Bagyaraj, 1982), y pH del suelo (Fernandez, 1999), entre otros.

2.4.2. Beneficios de la simbiosis micorrizica arbuscular (MA):

Las micorrizas arbusculares estimulan el crecimiento, desarrollo y nutricion de las
plantas, especialmente en suelos de baja y moderada fertilidad; dichos efectos se
deben a que la micorriza genera una multitud de ventajas para la planta micorrizada

frente a una que no lo esté.

Entre los efectos positivos de las MA sobre las plantas esti el incremento de su
biomasa vegetal, la relaciébn parte foliar-raiz y la captacion y traslocacion de
nutrimentos. Dicho mejoramiento esta directamente ligado con el intercambio
bidireccional de carbono y fosforo de los simbiontes, que a su vez, esta influenciado
por los genotipos del hongo, de la planta y las condiciones ambientales. Estos
beneficios son mayores en suelos con baja fertilidad, o con problemas de equilibrio de
nutrientes, y mas aun, cuando el fésforo asimilable es deficiente (Gianinazzi - Pearson
y Azcén, 1991; Silveira, 1992; Plenchette y col., 1996). Uno de los cambios mas
importantes cuando se establecen las MA, es el que ocurre en la interfase raiz-suelo,
pues el micelio extrarradical prolifera en el suelo mas facilmente que los pelos
radicales. EI micelio externo puede crecer en el suelo a una distancia considerable de
la raiz, lo cual es un indicativo de que las MA incrementan la rizésfera, con los

beneficios que esta conlleva a la planta (Orozco, 1988; Sieverding, 1988, Sylvia, 1997).

En la nutricion de la planta, el mayor aporte de los HMA ocurre cuando se trata de
absorcion, traslocacion y transferencia de iones que se difunden lentamente y estan
presentes en bajas concentraciones en la solucion del suelo, como es el caso del P,
NH.*, K, Zn, y Cu; entre otros (Lambert y col., 1980). Aunque se ha comprobado que
los hongos micorrizicos arbusculares absorben el P del mismo reservorio del que lo
toman las plantas no micorrizadas, los cambios que suscita en la rizésfera la presencia
de la MA, afectan indirectamente los procesos de fijacion y solubilizacién de este
nutrimento, asi como la mineralizacion de la materia organica que puede influir sobre

los microorganismos del suelo presentes en la micorrizésfera.

El balance nutricional que promueve la presencia de MA en términos de macro y
micronutrientes puede conducir a que plantas micorrizadas toleren mejor condiciones
adversas, sin que ello signifiqgue que alcancen alta productividad, si sus genomas no
estan adaptados para resistir estos tipos de estrés. Bajo condiciones de estrés abibtico,

como baja humedad, las plantas micorrizadas son mas tolerantes, se recuperan mas
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rapido del marchitamiento y hacen un uso mas eficiente del agua absorbida (Azcén y
col., 1991, Bethlenfalvay, 1992).

Se ha demostrado que algunos HMA exudan auxinas, giberalinas, citoquininas
(Gianinazzi-Pearson y Azcon-Aguilar, 1991; Smith y col., 1999), y estimulantes, tales
como, las argininas, que son hormonas que median la relacion simbittica en su

formacion y en el establecimiento de los arblsculos.

Las poblaciones de microorganismos fijadores de nitrégeno: libres y simbioticos, se ven
favorecidas por la presencia de HMA, de ahi que la asociacién incrementa las
poblaciones de Azotobacter, Azospirillum y Rizobium (Sieverding, 1991). Las
micorrizas arbusculares contribuyen con la recuperacién de suelos por ser formadoras
de agregados, incrementando la respiracion del suelo, también debido a la
mineralizaciébn de nutrientes y al aporte de sustratos organicos, especialmente por
exudacion radical. Estas condiciones estimulan a la microbiota y sus componentes, a
su vez, desarrollan acciones que afectan a la nutricion y la salud vegetal (Barea y col.,
1991; Sieverding, 1991; Barea y Jeffries, 1995).

La biofertilizacién con HMA constituye una valiosa alternativa en el desarrollo de los
cultivos, debido a su efecto positivo en la absorcién de nutrientes, posibilitando el
incremento de los rendimientos en diferentes cultivos y condiciones agroproductivas
(Medina, 1994; Pulido y Peralta, 1996b; Novella y Medina, 1998).

2.4.3. Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y su papel en la “proteccion”

de las plantas.

En situaciones de estrés bioldgico, los HMA incrementan la resistencia de las plantas al
ataque de los patdgenos, en especial, los que atacan la raiz, cuando ocurre su
establecimiento previo al ataque del patégeno. En el caso de algunas enfermedades
gque atacan tallos y hojas, causadas por virus, hongos o bacterias, la presencia de las
MA puede incrementar su presencia; a pesar de ello, las plantas micorrizadas sufren

menos dafio que las plantas no micorrizadas (Sanchez de Prager., 1995).

En estudios de enfermedades causadas por Pythium, Phytophthora, Fusarium y
Verticillium, se logré6 demostrar la reduccion de los efectos patogénicos, cuando las
raices estaban colonizadas por HMA (Rosendhal y col., 1992). En el caso de
nematodos fitoparasitos, se ha registrado que los HMA reducen su incidencia y el dafio
causado es, a menudo, compensado por el incremento en el sistema radical y en el
micelio externo del hongo, por lo tanto, en la absorcidon de nutrimentos (Sanchez de

Prager y Sieverding, 1997 citado por Lopez R. Carol, 2003).
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En el Ultimo caso, la dependencia obligada de los nematodos fitoparasitos, con relacion
a las plantas, para poder obtener alimento y reproducirse, resultaba en una asociacion
“obligada” de estos nematodos y los HMA, debido a que ambos cohabitan en la
rizosfera, en estrecha relacién con las raices de las plantas, donde ambos grupos

establecen diferentes tipos de interacciones Smith (1987).

El interés de los cientificos en determinar los tipos de interacciones que se establecen
entre nematodos y HMA, y su posible uso en el manejo de las poblaciones de estas
plagas fue evidente desde hace méas de 20 afios. Al respecto, ya a finales de la década
del los 80s, Caron (1989) publicé una revision acerca del potencial de las micorrizas en
el control de patégenos habitantes del suelo y sefialé que, en el caso de los
nematodos, la presencia de micorrizas puede disminuir, incrementar o no afectar las
poblaciones de nematodos, sin embargo, se habia observado que se producia un
incremento en la tolerancia de plantas susceptibles a los nematodos y que esto era
mas que el resultado del aumento de los niveles de fésforo en la planta, producto de la
accion de las micorrizas. Dicho autor sefial la necesidad de conocer acuciosamente el
sistema (interaccién) formado por la planta, patdégenos y las micorrizas (las que a su
vez, estadn relacionadas con el suelo y sus variables: microflora, tipo de suelo,
contenido de agua, temperatura, pH, nivel nutricional). En la actualidad, numerosas
hipotesis se han planteado para explicar los mecanismos relacionados con la reduccion
0 aumento de la severidad de las enfermedades en las plantas micorrizadas v,
dependiendo de la enfermedad y las condiciones ambientales, se plantea que varios
mecanismos estan relacionados (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988 citados por Naqvi y
Naqvi, 2004).

En los ultimos afios se han postulado varias teorias para tratar de explicar las
relaciones HMA - plagas, entre ellas, la susceptibilidad del hospedante a la infeccion y
la tolerancia a la enfermedad es influenciado por el estado nutricional del hospedante y
los niveles de fertilidad del suelo (Harrier y Watson, 2004). Otros autores sefialan que
la competencia por el espacio y fotosintatos del hospedantes podrian ser otras de las
causas que explicaran la disminucién de la micorrizacién o de las poblaciones de los
patdgenos (incidencia de las enfermedades), sefialando Azcon-Aguilar y Barea, 1996
citados por Naqvi y Nagvi (2004) que los HMA, los patégenos fungosos y los
fitonematodos ocupan los mismos tejidos radicales, lo que resulta en una competencia

directa por espacio (Harrier y Watson, 2004).

En la literatura revisada se pudo constatar que tanto el hospedante (especie/variedad),
las plagas involucradas y la especie/cepa del hongo micorrizico empleada, en los

estudios hacen que las respuestas sean variadas, de ahi la importancia de efectuar
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este estudio con cepas de organismos nativos con excelentes potencialidades como

bioinsumos en el proceso tecnolégico del cultivo del tomate, que debe arrojar
elementos que permitan hacer recomendaciones a los productores.
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3. MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento, caracteristicas edafoclimatica del area y descripcion de la
unidad experimental (microplot).

El experimento se desarroll6 en areas del Instituto Nacional de Ciencias Agricola (INCA),
situado en San José de las Lajas, Provincia La Habana (138 m.s.n.m, 23° 00’ de latitud Norte y
32° 12' de longitud Oeste), durante el periodo transcurrido entre el 18 de diciembre de 2006 y el
12 de marzo de 2007, siguiendo los pasos generales de trabajo que se presenta en el esquema
representado en la Fig.1l. Las evaluaciones realizadas durante el periodo experimental se
reflejan en la Fig.2.

Actividades previas al establecimiento del experimento: Trabajo con el sustrato y
Produccién de agentes bioldgicos.

SUSTRATO: Analisis HMA: Produccion ACB: Produccion de NEMATODOS:
quimico y biolégico del de G. mosseae P.chlamydosporia Poblacién pura de M.

sustrato y componentes incognita raza 2

Produccion de plantulas , introduccién del HMA y tratamiento del sustrato con el ACB.

Tomate var. Eliana Produccidon de plantulas

R ecubrimiento de semillas con el HMA - micorrizadas en cepellones

(10 % del peso total de semillas. ha?t) R égimen regular de riego
Conc. 25 esporas. gt | 24 dias

Sustrato previamente colonizado con P. chlamydosporia Trasplante
Macetas: 6.5 kg de sustrato

Dosis: 3.71 g de arroz colonizado . maceta? (5 x 102 chl. g* de sustrato)

Durante 24 horas

T2 h

Inoculacién de nematodos Obser\_/ac_ién
Dosis: 0.23 h-J2 . g -1 de sustrato (1500 h-J2. maceta! ) y seguimiento

Fig. 1. Representacion esquemdtica de las actividades y secuencia experimental durante el
desarrollo de la investigacion.
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Evaluaciones realizadas al finalizar el ciclo del cultivo (85 dias)

| Agroquimicos
Contenido de N,P,K foliar
e (Paneque y col., 2001)

Vegetativos

Masa fresca y seca de raices aﬁ/‘
< ML
. /ﬂ\ e

Masa fresca de la biomasa aérea

Rendimiento kg.plantas™* oo

Nematoldgicos Micorrizicos

indice de agallamiento por la escala de 6 grados \. Tinsion de raices (Philliph y Hayman, 1970)
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Fig.2. Evaluaciones realizadas en el experimento, durante la investigacion.

Como unidad experimental se utilizaron macetas plasticas de 10 L de capacidad, las que fueron
situadas en canaletas de asbesto cemento espaciadas a un metro, en cada una de las cuales se
colocé una planta. (Fig. 3).
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Fig.3. Vista del area experimental canaletas de asbesto cemento, levantada a 0.50 m del suelo

conteniendo las macetas con el sustrato esterelizado (microplot).

Se realizé la recopilacion de datos de las variables climaticas diarias en el transcurso del
experimento utilizando el método de aproximacion (donde la distancia del &rea experimental a la
estacion, es menor de 1 km), tomando como referencia la Estacion Meteoroldégica ndmero
78374, ubicada en el km 3% de la carretera a Tapaste, Municipio San José de Las Lajas,
Provincia La Habana. Se graficaron los valores registrados de las temperaturas (T) del aire,
superficie del suelo, asi como la humedad relativa (HR) (maxima, minima y promedio),
representados en las Fig. 4; 5y 6. Con respecto a las precipitaciones, el promedio diario de esta
variable en los 85 dias del experimento fue de 0.43 mm, denotdndose que fue un periodo

Seco.
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Fig. 4. Valores diarios de Temperaturas y Humedad Relativa minima.

Fig. 5. Valores diarios de Temperaturas y Humedad Relativa maxima.
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Fig. 6. Valores diarios de Temperaturas y Humedad Relativa promedio.

ACTIVIDADES PREVIAS AL ESTABLECIMIENTO DEL EXPERIMENTO: TRABAJO CON EL
SUSTRATO Y PRODUCCION DE AGENTES BIOLOGICOS.

SUSTRATO:
Preparacion y andlisis fisico — quimico del sustrato.

Tanto en las canaletas como en las macetas, se deposité un sustrato conformado por suelo
Ferralitico Rojo lixiviado (Nitisol Rodico Eutrico) (Hernandez y col., 1999; FAO, 1999; Hernandez
y col., 2005) y cachaza, en una relacion 3:1 v/v. La cachaza era procedente del Complejo

Agroindustrial “Boris L. Santa Coloma”, ubicado en el municipio de Madruga.

Se ejecuto la caracterizacion del sustrato después de conformado y de sus componentes, suelo
y cachaza, por separado, mediante los métodos analiticos establecidos por las Normas
Ramales (NRAG 1987; 1988) y lo recomendado por Paneque y col., (1998; 2000),

determinandose:
> pH en H20: Potenciometria. Relacion suelo - solucion: 1:2.5.
» Materia organica: Walkley y Black (%).
> N. asimilable (kg.hal).
>

P,Os: Oniani (mg.kg™?).
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> Cationes intercambiables: Extraccion con NH:AC 1 mol.L! a pH 7 y determinaciéon por

compexometria Ca y Mg y fotometria de llama Na y K (cmol.kg™?).
Los resultados de dicho estudio se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion quimica del sustrato y de sus componentes.

Caracterizacion quimica del sustrato.

Componentes Na K Ca Mg P,Os M.O pH en
cmol.Kg? (mg.Kg™) (%) H20

0.22 | 1.13 | 13.8 4.4 273.3 10.6 6.9

Suelo + Cachaza

Caracterizacion quimica del suelo

Componente | Na K Ca Mg P.Os M.O | pHen N CcCB
cmol.Kgt (mg.Kgh)| (%) | H0 | (kg.ha) | (cmol.Kg™)
Suelo
0.10 | 0.19 | 16.0 | 3.20 203 3.24 7.5 97 20.48

Caracterizacion quimica de la cachaza (%)

pH en | Humedad en

Anélisis Na K Ca | Mg P M.O N H.0 campo

Base seca 033 | 0.17 | 457 | 270 | 1.68 | 62.10 | 1.43 8.1 -

Base himeda | 0.29 | 0.15 | 4.09 | 2.17 | 1.33 | 49.3 | 1.13 8.1 16.4

La valoracién de la fertilidad del sustrato refleja la presencia de pH en condiciones ligeramente
acidas, con contenidos altos de materia organica, fésforo asimilable y potasio cambiable, asi
como valores adecuados de Na, Ca y Mg, para el desarrollo del cultivo. (MINAGRI, 1980;

Paneque y col., 2001).

Evaluacion biologica del sustrato, desinfeccion y verificacion de la calidad de la
desinfeccion.

La eliminacibn de microorganismos nativos puede ser necesaria para evaluar las
transformaciones efectuadas por ellos, o para estudiar el crecimiento o actividad metabdlica de
microorganismos especificos inoculados en el suelo (Wolf, 1994 citado por Covacevich, y
Echeverria, 2003), de ahi la importancia del tratamiento y los analisis efectuados en esta fase
del trabajo. Teniendo en cuenta que se llevaria a cabo la evaluacion de organismos de suelo,

era necesario realizar la desinfeccion y evaluacion biologica del sustrato.
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Andlisis nematoldégico:

La mezcla de suelo + cachaza (sustrato) se conformé y se tomaron 8 muestras de 1 kg cada una
para ser analizadas en el Laboratorio de Nematologia Agricola del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA). Posteriormente, el sustrato fue tratado con una solucién de
Formaldehido al 1% (50ml de Formol en 5 litros de H,O.m? de sustrato?), tapandose
posteriormente con polietileno transparente, durante una semana, para evitar el escape de los

gases y favorecer el aumento de la temperatura, buscando una 6ptima desinfeccién del sustrato.

Culminado el tratamiento de desinfeccién, se tomaron otras 8 muestras de 1 kg para ser

analizadas con vistas a comprobar su efectividad.

Las muestras tomadas previas al tratamiento y posteriores a este, fueron procesadas a través
del método de Embudos de Baermann (Hooper, 1986) y para ello, de cada kg de sustrato se
tomaron 3 sub-muestras de 10 g cada una para ser evaluadas. A las 72 h, se colectaron las
muestras y fueron sometidas a tratamiento en Bafio Maria a 66°C, 3 min y fijadas con TAF
(soluciéon compuesta por 2 ml de Trietenolamina, Formalina al 37% y 91 ml de agua destilada),
segun establece el PNO - PA - 058.

Las muestras fueron observadas en Microscopio Optico Axioscop® 40, con 500 aumentos y
utiizando una cémara de conteo se contabilizaron los especimenes de los géneros

fitoparasiticos y el total de nematodos saprobiéticos presentes.

El andlisis de las muestras puso de manifiesto que la desinfeccion fue eficiente en el caso de los

nematodos (Tabla 2), por lo que se procedi6 con el experimento.

Tabla 2. Representantes del Phyllum Nematoda presentes en el sustrato (suelo + cachaza) antes

y después de la desinfeccion con formalina.

Promedio de Individuos por cada 10 g de sustrato
Géneros y/o grupos Antes de la desinfeccion | Después de la desinfeccion
Helicotylenchus 10.9 1
Meloidogyne 2.5 0.5
Xiphinema 0.58 0
Nematodos saprobiéticos 14 1.8
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Andlisis micoldégico.

Para determinar la presencia en el sustrato de Pochonia spp. agente de control biologico (ACB)
de nematodos formadores de agallas, se tomaron 8 muestras del area experimental antes y

después de la desinfeccion.

Se utilizé la técnica de dilucién y siembra en medio semi-selectivo establecida por Kerry y col.
(1993), para lo cual se tom6 1 g de cada una de las muestras y se adicionaron 9 ml de una
solucion de agua agarizada al 0,05% en tubos de ensayos de 15 x 2.5 cm, agitAndose varias
veces en un agitador de tubos. A partir de la suspension obtenida se prepararon diluciones
seriadas de 10!y 1072, de las cuales se tomaron 0.2 mL y se vertieron de forma homogénea
sobre placas Petri de 9 cm de @ que contenian medio semiselectivo (dos placas.dilusién?). Las
placas se incubaron a 25°C durante 14 dias, momento en que fueron evaluadas, observando la
presencia y contabilizando la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).g?! de

sustrato.

Con relacion a hongos micorrizicos arbusculares, se determind la presencia de esporas nativas
y el genéro a que éstas pertenecian, en el sustrato que se utilizaria en el experimento a través
de la técnica Conteo de esporas en suelo por el metédo de tamizado y decantado humedo
descrito por Gerdemann y col. (1963) y modificado por Herrera y col. (1995), establecida en el
Departamento de Biofertilizantes y Nutricion de las plantas del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA).

Las determinaciones micoldgicas efectuadas antes y después de la desinfeccion confirmaron
gue no se encontraban estructuras de hongos del género Pochonia en el sustrato, por lo que se
puede afirmar que el hongo encontrado al final del experimento y su efecto sobre M. incognita

se debe a la cepa inoculada.

Por su parte, se pudo determinar dos aspectos con relacion a los HMA, la existencia de Glomus
sp. de forma nativa en este sustrato antes de la desinfeccion y el hecho de que la desinfeccién
resultd efectiva, ya que se determiné que existia una media de 1293,4 esporas de Glomus. 50 g
de sustrato! y, de ellas, unas 1275 esporas estaban necrosadas luego del tratamiento, para una
efectividad del tratamiento del 98.6%, lo que permitié confirmar que el sustrato estaba listo para

el desarrollo del experimento.
HONGO MICORRIZICO ARBUSCULAR (HMA):

Obtencion del hongo micorrizégeno.
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El inoculante micorrizico (HMA) corresponde a Glomus mosseae, con el nombre INCAM-2
procedente del cepario del Departamento de Biofertilizantes y Nutricion de las Plantas del INCA
gue fue cultivada siguiendo el método establecido por Fernandez y col. (2000) en la unidad de

produccion de micorrizas del propio instituto.
HONGO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO (ACB):
Caracteristicas del agente de control biolégico y Obtencién del inoculo fungoso.

El bioproduto utilizado en el experimento, provino del lote N0.311106 y se obtuvo segun el
protocolo descrito por Montes de Oca (2004), utilizando un sistema de gestion de la calidad bajo
normas 1SO 9000, en la Unidad de Investigacién Desarrollo de Agentes de Control Biolégico del

CENSA. El certificado de calidad de dicho lote se muestra en el Anexo 1.
NEMATODOS FORMADORES DE AGALLAS:

Nematodos formadores de agallas: Especie y poblacion utilizada. Reproduccion

del inoculo.

La poblacion de nematodos utilizada pertenecia a la especie M. incognita raza 2, proveniente de
una instalacion de produccion protegida de tomate (hibrido HA 3019 de la firma HAZERA),
enclavada en San José de las Lajas, La Habana. La misma fue identificada y caracterizada
morfoldgica, fisiolégica y molecularmente por Gomez (2007) y su seleccién estuvo basada en el
hecho de que constituye la especie y raza mas distribuida en el pais (Fernandez y col., 1998,
GoOmez, 2007).

Dicha poblacion pura fue mantenida en los aisladores bioldgicos del CENSA sobre plantas de
berenjena (Solanum melongena L. var. FHB-1), siguiendo lo descrito por Hartman y Sasser
(1985).

PRODUCCION DE PLANTULAS E INTRODUCCION DEL HMA. TRATAMIENTO DEL
SUSTRATO CON EL ACB.

Produccion de las plantulas e inoculacion del HMA.

En el estudio se emple6 tomate (S. lycopersicum var. Eliana). Este genotipo fue obtenido en el
marco del programa de mejoramiento genético que ejecuta el INCA, a partir de la linea 100 del

cruce Mariela x Rambo, con el gen Mi inducido (Alvarez y col., 2006).

Segun Alvarez y col. (2004), la variedad Eliana fue evaluada en condiciones controladas con
indculo de M. incognita, junto a variedades controles susceptibles demostrando resistencia a M.

incognita.
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Las semillas se inocularon con G. mosseae mediante recubrimiento, siguiendo la metodologia
descrita por Fernandez y col. (2000), se utilizé6 un volumen de in6culo correspondiente al 10%
del peso de la semilla total por hectarea (ha'). El producto se mezclé con una cantidad de agua
del 2% de la semilla total por ha?' hasta formar una pasta donde se mezclaron las semillas,
luego se sacaron, se esparcieron sobre un papel y se dejaron secar durante la noche en un
lugar fresco para la siembra al dia siguiente. El in6culo poseia una concentracién promedio de
25 esporas.g?, segin Gerdemann y Nicholson (1963), notificado por el laboratorio de Micorrizas
del INCA.

Las semillas (recubiertas con micorrizas o no), se colocaron a germinar en bandejas de
polietileno blanco con alvéolos (cepellones) de 2,9 x 2,9 x 6,5 cm de dimension, desinfectadas y
lavadas con agua antes de su empleo, tal como establecen Casanova y col. (2003). Las
bandejas se mantuvieron en un tinel modelo Carisombra con riego en dias alternos y se
ejecutaron observaciones semanales del estado fitosanitario, de modo que si aparecieran

patégenos (hongos, artropodos u otros) tomar las medidas pertinentes.

A los 24 dias de haber germinado, las plantulas tenian unos 12 cm de altura (3 pares de hojas y
con una buena altura y coloracién) y se transfirieron a las macetas a plena exposicion solar, a

razén de una plantula.maceta® (Fig. 7).

Fig. 7. Estado de las plantas de tomate en el momento del trasplante.

Inoculacioén del sustrato con P. chlamydosporia var. Catenulata, cepa IMI SD 187.
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Antes de trasplantar el tomate, el sustrato de los tratamientos donde se incluiria a P.

chlamydosporia se inocul6 con este organismo.

Para inocular los 6.5 kg del sustrato que se introdujeron en las macetas, este volumen se coloco
previamente, en una bandeja plastica de 50 x 43 x 13 cm y se mezclaron con 3.71 g de arroz
colonizado con el hongo (equivalente a 5000 clamidosporas del hongo.g?! de sustrato.macetas™)
(Fig. 8). El sustrato tratado se coloc6 en las macetas de los tratamientos que lo requerian, 24 h

antes de llevarse a cabo el trasplante.

Fig. 8. Inoculacion del sustrato con P. chlamydosporia var. Catenulata, cepa IMI SD 187.

INOCULACION DE NEMATODOS, SEGUIMIENTO Y EVALUACION DEL EXPERIMENTO.

Inoculacién de los nematodos formadores de agallas.

Para preparar el inoculo de nematodos se emple6 la metodologia de Hussey y Barker (1973),
obteniéndose una suspension de huevos y juveniles de segundo estado (J2), que permitio
inocular las macetas con 0.23 huevos-J2.g de sustrato, equivalente a la introducciéon de 1500
huevos-J2.maceta™.

35



Materiales y Métodos

Para la inoculacién, que se efectué a las 72 h del trasplante, se retir6 el suelo cercano a la zona
radical (Fig. 9) y con una pipeta se afiadi6 el volumen de la solucidén necesaria para garantizar el

nivel de inoculo sefialado anteriormente.

Fig. 9. Forma de inocular los nematodos en las macetas.

3.1. Estudio de la interaccion S. lycopersicum var. Eliana - G. mosseae - P. chlamydosporia
var. catenulata, y su impacto en el desarrollo de M. incognita.

El experimento quedd establecido el 18 de diciembre de 2006, bajo un disefio Completamente
Aleatorizado, conformado por 6 tratamientos y 10 repeticiones por tratamientos (macetas) (Fig.
10). El riego del experimento se efectué con micro-aspersores, siguiendo las normas
establecidas para esta actividad (MINAGRI, 1984).

Los tratamientos quedaron conformados de la siguiente manera:

Tratamientos Abreviaturas

1 | Tomate (S. lycopersicum), variedad Eliana Control absoluto (C)

2 | Tomate + Glomus mosseae Micorrizas (M)

3 | Tomate + Meloidogyne incognita raza 2 Nematodos (N)

4 | Tomate + G. mosseae + M. Incognita Micorrizas + Nematodos (M + N)

5 | Tomate + M. incognita + P. chlamydosporia var. Nematodos + ACB (N + K)
catenulata, cepa IMI SD 187.

6 | Tomate + G. mosseae + M. incognita + P. Micorrizas + Nematodos + ACB
chlamydosporia var. catenulata, cepa IMI SD 187. (M + N + K)

Nota: P (P. chlamydosporia) es el ACB = K (KlamiC®) nombre del preoducto comercial.
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La cosecha de los frutos, conteo y su masa se fue realizando a medida que estos llegaban a su
madures fisiol6gica. Transcurridos 85 dias, el cultivo llegd a su fase final y se desmonto6 el
experimento. Se recolectaron todos los frutos que se mantenian en la planta y se separg, con la
ayuda de un cuchillo, toda la biomasa foliar. Seguidamente, se extrajeron con cuidado las
raices, se lavaron con agua y se envolvieron en papel humedecido, e igualmente, se tomé

muestras de 1 kg de suelo.macetas™? bien homogenizado. Se identificaron todas las muestras y

se llevaron a los laboratorios para los analisis y las evaluaciones planificadas.

Fig.10. Vista general de area experimental en el INCA, donde se refleja la forma de riego y

detalles del cultivo en la fase final.
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3.1.1. Desarrollo de M. incognita raza 2 en tomate, var. Eliana.
indice de agallamiento.

El indice de agallamiento se calcul6 cuantitativamente por medio de la escala de 0 a 5 grados
de Taylor y Sasser (1978). De acuerdo a la cual: grado 0, sin agallas; grado 1, de 1 a 10 agallas;
grado 2, de 11 a 30 agallas; grado 3, de 31 a 50 agallas; grado 4, de 51 a 100 agallas y grado 5,
mas de 100 agallas, auxiliandose con una lupa de aumento y un estereo-microscopio 6ptico

marca Zeiss con 500 aumentos.
Parametros de Reproduccion de M. incognita en S. lycopersicum, var. Eliana.
Masas de huevos (ootecas) por gramos de raiz.

Para determinar la cantidad de masas de huevos, se pesé un gramo de raices, se tifieron
durante 10 minutos con una solucién de Phloxine B (15 mg.litro de agua?) (Barker y col., 1985).
Con la ayuda del microscopio Optico marca Zeiss con 50 aumentos se contaron, sobre las
raices, las masas de huevos, promedidndose el nUmero de masas de huevos por g de raiz para

cada tratamiento (# de masas y ootecas.g de raiz?).
NUmero de huevos por ooteca.

A partir de esa muestra de un gramo se extrajeron manualmente, con la ayuda de una
miniespatula y una pinza, las masas de huevos superficiales de las raices, se colocaron 10
ootecas en una Siracusa con agua, se lavaron y se reafiadié dos gotas de hipoclorito de sodio al
0.5% durante 3 minutos para romper la membrana protectora de las masas. Auxiliandose del
microscopio 6ptico marca Zeiss con 50 aumentos se contaron los huevos viables (sin
deformaciones o parasitismo) en una camara de conteo de Peters y, posteriormente, se
promedié el nimero de huevos por masas para cada tratamiento (# de huevos.ootecas™),

método descrito por Hartman y Sasser (1985).

3.1.2. Evaluacion de la colonizacion del sustrato y raices de las plantas por P.
chlamydosporia var. catenulata y capacidad parasitica sobre M. incognita raza 2 en las raices

S. lycopersicum, var. Eliana, colonizadas previamente con HMA.

El establecimiento del hongo en las raices y el sustrato, asi como la colonizacion de masas de
huevos y el parasitismo de huevos de M. incognita raza 2, se determinaron segun la
metodologia descrita por Kerry y Bourne (2002). Este estudio se ejecuté en la Unidad de

Investigacion Desarrollo de Agentes de Control Bioldgico del CENSA.
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Colonizacion del sustrato.

Se pesé 1 g del sustrato, previamente homogenizado, procedente de cada una de las macetas
de los tratamientos donde estaba presente el hongo, continuandose el andlisis micologico como

se describe en el epigrafe 3, parrafos 1y 2 de la pagina 32.
Colonizacion de las raices.

Las raices se lavaron cuidadosamente con agua potable eliminando todo residuo del sustrato y
se aerearon a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriomente, se cortaron con unas
tijeras en secciones de 1cm y se mezclaron para homogenizar la muestra. Se tomd una sub-
muestra de 1g, la cual fue macerada suavemente en morteros de porcelanas con 9 mL de una
solucion de agua agarizada al 0.05%, el extracto jugoso concentrado se recogié en tubos de
ensayos de 15 x 2.5 cm y se agitaron varias veces en un agitador de tubos. A partir de la
suspensién obtenida se prepararon diluciones de 10 y 102, de las que se tomaron 0.2 mL y se
suspendieron de forma homogénea sobre dos placas Petri de 9 cm de @ que contenian medio
semiselectivo por cada dilucion. Después de 14 dias de incubadas las placas a 25°C en una

incubadora refrigerada, se determiné la cantidad de UFC. g de raiz™.
Colonizacién de masas de huevos por P. clamydosporia.

De las raices, cortadas en segmentos de 1cm de longitud, se extrajeron manualmente con la
ayuda de una miniespéatula y una pinza, 10 ootecas que se encontraban superficiales en las
raices de cada planta (réplica). En un Flujo Laminar FASTER Bio48 y, auxiliandose de un asa
microbioldgica de siembra, se colocaron las masas de huevos en placas Petri de 9 cm de @ que
contenian agar agua con antibiéticos y se incubaron a 25°C durante 5 a 7 dias. Posteriormente
se evaluaron las masas de huevos colonizadas, en un microscopio optico Zeiss® con 200
aumentos, y se calculé el porcentaje de masas de huevos colonizadas, confirmadas por la
presencia de clamidosporas y fidlides con microconidios en cadena, segun la metodologia

descrita por Kerry y col., (2002).
Parasitismo de huevos.

En un Flujo Laminar auxilidndose de un minirodillo de acero inoxidable se realizd la ruptura
mecénica de 10 masas de huevos por planta (réplica), las cuales se afiadieron en 1mL de agua
estéril, prepardndose una suspension de huevos, de la que se extrajeron 0.2 mL y se
extendieron de forma homogénea sobre dos placas Petri de 9 cm de @ que contenian agar agua
con antibitticos, segun la metodologia descrita por Kerry y col. (2002). Las placas se incubaron

durante 72 h a 25°C en una incubadora refrigerada. Transcurrido ese tiempo, se observé al
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microscopio oOptico Zeiss® con 200 aumentos el crecimiento del hongo emergiendo de los
huevos, caracterizado por la presencia de clamidosporas vy fialides con microconidios en cadena

y se calcul6 el porcentaje de huevos parasitados.

3.1.3. Interaccion de G. mosseae y P. chlamydosporia sobre la reproduccidon de M. incognita

en tomate var. Eliana.

Los parametros indice de agallamiento (IA), nimero de ootecas por gramos de raiz y nimero de
huevos.ooteca? se determinaron como se describié en el epigrafe 3.1.1. Para determinar el tipo
de interaccion que se establecié entre G. mosseae y P. chlamydosporia se empled lo
recomendado por Koppenhofer (2003), quien establece la realizacién de un analisis de chi
cuadrado, donde: X? = (Mag -Me)/Me y Mag: efecto observado en el tratamiento combinado; Me.

efecto esperado, calculado como Mg = Ma: Mg (1- Ma).

Donde May Mg son los efectos observados en los tratamientos con HMA y ACB por separado.

Si X? calculado es menor que X2 tabulado:
Efecto Aditivo. Si el valor es positivo, sinergismo y, si es negativo, antagonismo.

3.2. Comportamiento de la variedad de tomate Eliana en presencia de G. mosseae, P.

chlamydosporia y M. incognita.
Desarrollo de G. mosseae en S. lycopersicum var. Eliana.

Para el andlisis de la simbiosis micorrizica, las raices de las plantas, incluyendo las del control,

fueron secadas a 70°C y teflidas mediante el método de Phillips y Hayman (1970).

Se evalud el porcentaje de colonizacién a través del método de los interceptos (Giovanotti y

Mosse, 1980) y la densidad visual (DV) segun Trouvelot y col., (1986).
Evaluacion de los parametros vegetativos y los rendimientos.

Los parametros evaluados fueron: Masa fresca y seca de la raiz (g), masa seca de la parte

aérea (g), y rendimiento (kg.planta), utilizando una balanza técnica Sartorius®.
Determinacién foliar de los contenidos de N, P y K.

Al finalizar el experimento (85 dias) se tomaron al azar tres plantas de cada tratamiento y se les
realizé un andlisis foliar a una muestra de cada planta a partir de una digestion en H>SOy,
determinandole los porcentajes de N, P y K por los métodos de colorimetria y fotometria de

llama (Paneque y col., 2001), establecidos en el INCA, posteriormente se calculo la extraccion
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de nutrientes a partir de la multiplicacion por separado de los contenidos obtenidos de N, P y K

por la masa seca de la biomasa aére dividido entre 100.
3.3. Analisis Estadistico.

Para determinar la influencia de los tratamientos en los parametros evaluados los datos se
sometieron a un Analisis de Varianza Simple (ANOVA), y la comparacion entre las medias se
realiz6 mediante la prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05). Los datos de porcentaje de
densidad visual fueron transformados en arcsenv% por no seguir una distribucién normal, a

través del paquete estadistico SAS (2004), version 9.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudio de la interacciéon S. lycopersicum var. Eliana - G. mosseae - P.

chlamydosporia var. catenulata, y su impacto en el desarrollo de M. incognita.
4.1.1. Desarrollo de M. incognita raza 2 en tomate, var. Eliana.
indice de agallamiento (1A).

Con relacion al 1A, se pusieron de manifiesto diferencias significativas entre los tratamientos
(Fig. 11). Las plantas del tratamiento donde se inocularon los nematodos presentaron el
indice de agallamiento mayor (IA=5), lo que es indicativo de un alta poblacion (més de 100

agallas por sistema radical) de M. incognita raza 2 en las raices de tomate variedad Eliana.

IA

&

b

contral Tomate +nematodos

Fig. 11. indice de agallamiento provocado por M. incognita en tomate var. Eliana. (letras

desiguales difieren para p<0.05).

Se conoce que la presencia 0 no de agallas en las raices no debe ser tomado como
indicativo de susceptibilidad y resistencia, respectivamente, sefialando Gémez (2007) que
se tiene que evaluar la reproduccion, pues la resistencia a nematodos se expresa por el
efecto del hospedante sobre la produccion de huevos-larvas del organismo diana (Cook y
Evans, 1987 citados por Gémez, 2007). Al respecto, segun Canto-Saenz, 1985 citado por
GOmez (2007) la evaluacion de la resistencia en base solo al IA puede dar como resultado

“malas interpretaciones” acerca de la resistencia de ciertos genotipos.

Torres y Lépez, 1971 y Rodriguez, 2000, citados por Gomez (2007), sefialaron que existen
informes acerca de las relaciones de determinadas poblaciones de Meloidogyne spp., y Sus
hospedantes, donde no se producen agallas sino otros tipos de sintomas, de ahi la
importancia de determinar si se produjo reproduccién en esta variedad contentiva del gen
Mi.

La formacion de agallas en las raices es un proceso que involucra un conjunto de factores

donde estan implicadas las caracteristicas de la especie de nematodo fitoparasito y del
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hospedante (Hussey y Crundler, 1998 citados por Gomez, 2007). En este sentido, se conoce
gue cuando los juveniles infestivos penetran la raiz y comienza la invasion de los tejidos
vasculares de los cuales se alimentan, comienzan a producirse cambios morfolégicos y
fisiolbégicos en las raices que van en contra de su funcionamiento y normal desarrollo y

desembocan en la formacion de las agallas.
Parametros de Reproduccién de M. incognita en S. lycopersicum var. Eliana.

Se conoce que cuando los juveniles de Meloidogyne spp., penetran una planta y se
comienzan a alimentar, cada juvenil da origen a una hembra y esta a su vez, es capaz de
producir unos 500 huevos (Ritter, 1973), por lo que el uso de genotipos susceptibles

contribuirian a aumentar los niveles de nematodos en el suelo.
Masas de huevos (ootecas) por g de raiz™.

En el tratamiento donde estaban las plantas de tomate de la variedad Eliana inoculadas con
nematodos se produjo una media de ootecas.gramo de raiz! de 22, lo que equivale a que
una media de 22 hembras se encontraban en cada gramo de raiz, produciendo en mayor o
menor medida huevos de M. incognita. El niumero de ootecas o masas de huevos se
corresponde con el nimero de juveniles que penetraron en un segundo ciclo del nematodo y

se convirtieron en hembras adultas.
Numero de huevos por ootecas.

El mayor nimero de huevos.ooteca® se produjo en tomate var. Eliana inoculada con M.
incognita, con un promedio de 381 huevos.ooteca?, valor que se encuentra dentro del
intervalo de huevos.ooteca® para hospedantes susceptibles, donde se pueden encontrar
entre 250 a 500 y hasta un maximo de 1500 huevos por cada hembra adulta (Ritter, 1973;
Ornat y Sorribas, 2008).

A las plantas que permiten la libre reproducciéon de los nematodos en sus tejidos se les
conoce como susceptibles. La eficiencia del hospedante esta también sujeta a la influencia
del ambiente, aunque usualmente en un menor grado, excepto cuando las temperaturas son
elevadas que pueden ir en contra de la efectividad de la resistencia (Cook y Starr, 2006), lo

que sin dudas ocurrié en este estudio.

La reproduccién de M. incognita en las raices del tomate sugiere que el gen Mi que posee la
variedad Eliana se inactivé en correspondencia con las altas temperaturas del sustrato que
se produjeron en el periodo en que se desarrolld el experimento, las que tuvieron limites
inferior y superior de 14.6°C y 31.2°C, respectivamente, y una media de todo el periodo de
25°C y donde la temperatura del sustrato estuvo por encima de 27°C durante 22 de los 85

dias que dur6 el experimento (ver Fig. 5 y 6). Al respecto se conoce que, el gen Mi se
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inactiva a temperaturas por encima de 28°C (Cook y Starr, 2006; Dropkin, 1969 citados por
Ornat y Sorribas, 2008) lo que constituye una de sus limitantes para su explotacion en el
tropico, de ahi la importancia de valorar la incorporacion de agentes biolégicos que
contribuyan a disminuir el impacto del nematodo en la variedad en condiciones de

produccion.

4.1.2. Evaluacion de la colonizaciéon del sustrato y raices de las plantas por P.
chlamydosporia var. catenulata y capacidad parasitica sobre M. incognita raza 2 en las

raices S. lycopersicum var. Eliana, colonizadas previamente con HMA.
Colonizacion del sustrato.

Se pudo apreciar que P. chlamydosporia var. catenulata se establecié y prolifer6é en el
sustrato y no se presentaron diferencias significativas en la cantidad de UFC de P.
chlamydosporia en el sustrato en los tratamientos donde este ACB se aplic6 solo o donde
estaba presente también G. mosseae aplicado a través del recubrimiento de las semillas de
tomate, variedad Eliana, con valores de 4,95 x10* y 4,80 x10* UFC.g?! de sustrato,
respectivamente, siendo ligeramente mayor en el tratamiento con el ACB solo (Fig. 12).
Similares resultados obtuvieron Rao y col (1997) y Puertas y col. (2006) al evaluar las

interacciones de P. chlamydosporia con G. deserticota y G. clarum, respectivamente.
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Fig. 12. UFC.g*! de sustrato de P. chlamydosporia var. catenulata en los tratamientos con
aplicaciones simples y combinadas con G. mosseae en presencia de M. incognita raza 2.
Barras con letras distintas presentan diferencias significativas para p<0.05.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; K: Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa IMI 187.
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Colonizacioén de las raices

En el analisis de las raices se pudo constatar que la cantidad de UFC de P. chlamydosporia
en las raices fue significativamente mayor en el tratamiento donde el hongo estaba solo, con
respecto al tratamiento donde estaba junto a G. mosseae, con valores de 1,38 x10* y 9,54
x10® UFC.g* de raiz, respectivamente, indicando que la presencia del HMA en las raices del
hospedante produjo una afectacion en cuanto a la colonizacion de las raices por el ACB
(Fig. 13).

Estos resultados no coinciden con Puertas y col. (2006), quienes no obtuvieron diferencias
significativas en la colonizacion de la rizosfera por la misma cepa P. chlamydosporia var.
Catenulata, cuando esta se aplico al sustrato solo o combinada con G. clarum. Sin embargo,
en el estudio de Siddiqui y Akhtat. (2008), cuando inocularon al mismo tiempo G.
intraradices con P. chlamydosporia, la presencia del ACB produjo una ligera disminucién en

la colonizacion de las raices por parte del HMA.
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Fig. 13. UFC.g? de raiz de P. chlamydosporia var. Catenulata en los tratamientos con
aplicaciones simples y combinadas con G. mosseae en presencia de M. incognita raza 2.
Barras con letras distintas presentan diferencias significativas para p<0.05.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; K: Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa IMI 187.

La disminucion en la colonizaciéon de las raices observada en este trabajo puede estar

relacionada con el hecho de que el HMA coloniz6 primero estas estructuras al ser inoculado
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a través del recubrimiento de las semillas y, de ese modo, se establece una competencia
por el espacio.

Colonizacién de masas de huevos por P. clamydosporia.

La colonizacion de ootecas por P. chlamydosporia se vié afectada por la presencia de G.
mosseae en las raices de las plantas de tomate (Fig. 14), produciéndose diferencias
significativas entre los tratamientos. Los mayores valores de colonizacién de ootecas por

ACB se produjeron en el tratamiento donde este hongo estuvo solo.

Este resultado puede estar ligado al hecho de que la cantidad de UFC en raices se vio
disminuida por la presencia del hongo micorrizico. En el estudio de Siddiqui y Akhtar (2008)
se produjo una disminucién del porcentaje de colonizacion de los hongos P. chlamydosporia;
T. harzianum y Gliocladium virens en presencia de G. intraradices, mientras que este

pardmetro no fue afectado en P. lilacinus.
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Fig. 14. Porcentaje de Colonizacion de Ootecas por P. chlamydosporia var. catenulata en los
tratamientos con aplicaciones simples y combinadas con G. mosseae en las raices de S.
lycopersicum var. Eliana, en presencia de M. incognita raza 2. Barras con letras distintas
presentan diferencias significativas para p<0.05.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; K: Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa IMI 187.
Parasitismo de huevos por P. clamydosporia.

El parasitismo de huevos de M. incognita se vié también afectado por la presencia de G.
mosseae (Fig. 15). El parasitismo fue significativamente menor en el tratamiento donde

estaban el ACB y el HMA, donde este valor fue de so6lo 25%.
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Al estar disminuida la presencia del hongo ACB en las raices por la presencia del HMA, es
menor la posibilidad de que se produzca parasitismo de los huevos que estan protegidos en
las ootecas, este resultado estd también en correspondencia con la disminucion en los

valores de colonizacién de ootecas que se muestran en este estudio.

En el estudio llevado a cabo por Puertas y col. (2006) no se produjo este efecto, en el
tratamiento donde G. clarum (G. mosseae) y P. chlamydosporia estaban presentes los
valores de colonizacion de ootecas y parasitismo de huevos no difirieron de los producidos
en el tratamiento donde el ACB estaba solo, lo que pudiera estar debido a que los métodos
de inoculacion del HMA y ACB fueron diferentes al empleado en este estudio. Dichos
autores colonizaron con el ACB el sustrato de los cepellones e incorporaron el HMA al
momento del trasplante, lo que garantizd la temprana colonizacion del sustrato y raices por
parte del ACB.
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Fig. 15. Porcentaje de Parasitismo de huevos por P. chlamydosporia var. Catenulata en los
tratamientos con aplicaciones simples y combinadas con G. mosseae en las raices de S.
lycopersicum var. Eliana, en presencia de M. incognita raza 2. Barras con letras distintas
presentan diferencias significativas para p<0.05.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; K: Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa IMI 187.

Los resultados mostrados sugieren que el ACB sea introducido al sustrato tan pronto se
incorpore también el HMA, de modo de minimizar la competencia entre ambos, aspecto que

sin dudas debe ser abordado en estudios posteriores.
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4.1.3. Interaccién de G. mosseae y P. chlamydosporia sobre la reproduccién de M.

incognita en tomate var. Eliana.

El andlisis de chi cuadrado (Koppenhofer, 2003) arrojo que el valor de este tabulado era de
3.84 (95% de confianza y 1 grado de libertad) y que X? calculado del indice de agallamiento
(IA) fue de 1.8, X? calculado en ooteca.gramo fue de 4, mientras que X? calculado de
huevos.ooteca fue de -9.93. Teniendo en cuenta estos valores, se determind que se
establece una interaccién del tipo sinérgica entre G. mosseae y P. chlamydosporia en dos
de los parametros (IA y nimero de ootecas.gramo de raiz''), mientras que en el nimero de

huevos.ooteca?, se establece antagonismo.
indice de agallamiento (IA).

Con relacion al 1A, se pusieron de manifiesto diferencias significativas entre los tratamientos
(Fig. 16). El tratamiento donde se inocularon los nematodos presentd el mayor indice de
agallamiento (IA=5), mientras que el menor indice de agallamiento se presentd en el

tratamiento donde se inocularon el HMA y el ACB (1A=2.2).
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Fig. 16. indice de agallamiento producido por la infestacion de M. incognita raza 2 en las
raices de S. lycopersicum var. Eliana. Barras con letras distintas presentan diferencias
significativas para p<0.05.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; K: Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa IMI 187.
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La presencia del HMA y el ACB provocaron disminuciones en el porcentaje del 1A de entre
20% (G. mosseae) a 56% (G. mosseae + P. chlamydosporia), lo que debera traducirse en

un mejor estado sanitario y nutricional de las plantas.

Al respecto, Kesba y Al-Sayed (2005) informaron que la media del nimero de agallas por
sistema radical diminuyé de 902 (M. incognita) a 538 (M incognita + G. macrocarpus) con
diferencias significativas en vid (Vitis vinifera cv. Thompson), y en el tratamiento con Glomus
se produjo una reduccién del 40% de la poblacion del nematodo. De igual modo, Castillo y
col. (2006) informaron que el establecimiento en las raices de G. intraradices, G. mosseae 0
Glomus viscosum en plantas de olivo antes de ser inoculados con Meloidogyne spp. redujo

el agallamiento entre 6.3 — 36.8%.

La disminucion del IA a 2.2 grados equivale a menor infestacion en las raices del tomate, lo
que posee implicaciones muy favorables desde el punto de vista practico. Similares
resultados obtuvieron Siddiqui y Akhtat (2008), cuando en el tratamiento donde aplicaron
juntos G. intraradices con P. chlamydosporia, el numero de agallas fue de 40 agallas,
mientras que en el tratamiento control (sin los microorganismos) fue de 90 agallas. De igual
modo, Rao y col. (1997), observaron que el nimero de agallas fue menor en el tratamiento
donde G. deserticola y P. chlamydosporia actuaban juntos, lo que sugiere que ambos

organismos poseen un efecto sobre M. incognita, provocando un menor IA.

También el uso de HMA vy bacterias parasitas de nematodos han provocado este tipo de
efecto en el IA, sefialando Rao y col. (2000) que se produjo una disminucion significativa de
este parametro y la poblacién de M. incognita en tomate cuando utilizaron G. mosseae y P.

penetrans.

Por otra parte, cuando las micorrizas actuaron solas, se produjo disminucion significativa del
IA con relacion al testigo con nematodos solos. Este efecto ha sido observado también por
diversos autores. Al respecto, la disminucién en el numero de agallas en presencia de G.
fasciculatum fue observada en tomate cuando se inocularon M. incognita y M. javanica por
Bagyaraj y col. (1979). Este efecto fue informado también por Kellam y Schenck (1980),
cuando inocularon G. macrocarpum en soya y se logré disminuir el nimero de agallas
ocasionadas por M. incognita. De igual forma, el agallamiento provocado por esta especie
de nematodo fue menor en plantas de pimiento inoculadas con G. fasciculatum y G.

etunicatum (Sivaprasad y col., 1990).

En Kenya, experimentos llevados a cabo por Waceke y col. (2001), mostraron que se
produjo disminucién significativa del IA provocado por M. hapla en plantas de crisantemo
(Chrysanthemum cinerariefolium Vis.) cuando se aplic6 G. etunicatum, disminuyendo

también el nimero de hembras y de huevos producidos.
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La explicacién, del por qué se producen diminuciones en el IA estd relacionada con la

combinacion de los mecanismos de accion de ambos microorganismos (HMA y el ACB).

Masas de huevos (ootecas) por g de raiz.

La menor cantidad de masas de huevos u ootecas viables se produjeron donde estaban
juntos el HMA y el ACB, con diferencias significativas con los otros tres tratamientos, los que
no difirieron entre si (Fig. 17). No obstante, en los dos tratamientos donde se encuentra el
HMA se produjeron los menores valores de masas de huevos u ootecas, lo que sugiere
cierto efecto protector sobre la raiz del hongo micorrizico desde el inicio del estudio, donde
su presencia en las raices puede haber limitado la entrada de juveniles y por tanto, como
consecuencia, se presentara menor niumero de hembras adultas que produjeran huevos en

el segundo y tercer ciclo del nematodo (a los 85 dias cuando se evalud el experimento).

Un elemento llamativo es el hecho de que el mayor nimero de ootecas.gramo de raiz?! se
presentd en el tratamiento con el ACB solo. Estos resultados coinciden con los informados
por Rao y col. (1997) acerca del hallazgo de que el mayor nimero de ootecas se presentd
en el tratamiento con V. chlamydosporium (P. chlamydosporia) solo y el menor con la

combinacion del hongo control biolégico y G. deserticola.
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Fig. 17. Nimero de Ootecas.g'de Raiz producidas por M. incognita raza 2 en las raices de
S. lycopersicum var. Eliana. Barras con letras distintas presentan diferencias significativas
para p<0.05.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; K: Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa IMI 187.
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Numero de huevos por ootecas.

El mayor nimero de huevos.ooteca® se produjo en tomate var. Eliana inoculado con M.
incognita sin los hongos (control biol6égico y micorrizégenos), donde el nimero medio fue de
381 huevos.ooteca™ (Fig. 18). Por su parte, los valores menores en cuanto a la cantidad de
huevos.ooteca® se produjeron en el tratamiento con P. chlamydosporia, seguidos de los
tratamientos con el HMA y la combinacion del HMA y el ACB. En los tratamientos donde
estaban G. mosseae solo y este combinado con P. chlamydosporia exhibieron valores

intermedios de 231 y 227 huevos.ooteca?, respectivamente, sin diferir estadisticamente.
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Fig. 18. Numero de Huevos.Ooteca® producidas por M. incognita raza 2 en las raices de S.
lycopersicum var. Eliana. Barras con letras distintas presentan diferencias significativas para
p=<0.05.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; K: Pochonia chlamydosporia var. catenulata cepa IMI 187.

Con relacién a la accién de P. chlamydosporia, se constatd que el menor niumero de
huevos.ooteca™ fue el del tratamiento donde estaba el ACB, lo que podria estar relacionado
con la facultad de este hongo nematdfago de atacar y parasitar los huevos inmaduros
(Kerry, 2000). Por su parte, numerosos autores han informado el efecto negativo de
diferentes especies y cepas de micorrizas sobre la reproduccion de diversas especies de
nematodos fitoparasiticos. Asi, tenemos que las especies G. mosseae, G. fasciculatum, G.
etunicatum, Gigaspora margarita, G. intraradicens han ejercido efecto sobre la reproduccion
de especies de nematodos tan diversos como R. reniformis, M. incognita, Heterodera cajani,
R. similis y P. coffeae (Sitaramaiah y Sikora, 1982; Hussey y Roncadori, 1982; Smith y col.,
1986; Jain y Sethi, 1987; Elsen, 2002; Siddiqui y Akhtar, 2008).
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A pesar de que el tipo de interaccion entre G. mosseae y P. chlamydosporia no fue sinérgica
para todos los parametros evaluados, el balance fue positivo en lo relativo al manejo de los
nematodos, pues la combinacion de la disminucién en el ndmero de ootecas y de
huevos.ootecas™ redundara en la disminucion de las poblaciones con el tiempo, lo cual es
un efecto esperado cuando se combinan tacticas u organismos en un programa MIN, y avala
la inclusion de ambos agentes bioldgicos en el manejo de la variedad en condiciones de
campo, donde la existencia de poblaciones naturales de Meloidogyne es condicidn

permanente en las areas tropicales.

4.2. Comportamiento de la variedad de tomate Eliana en presencia de G. mosseae, P.

chlamydospria y M. incognita.
Desarrollo de G. mosseae en S. lycopersicum var. Eliana.

Los mayores valores de colonizacién micorrizica y densidad visual se obtuvieron en el
tratamiento donde se inoculé G. mosseae, lo que demuestra que se produjo un nivel de
micorrizacion en las raices de la variedad de tomate por esta cepa, e incluso se produjo
micorrizacion de la variedad por las micorrizas nativas que no se destruyeron o inactivaron
con el tratamiento de formalina, lo que podria sugerir que la variedad Eliana se comporta

como un hospedante favorable para especies del género Glomus (Tabla 3).

Auln cuando Bonfante y Perotto, 1995 citados por Rivera y Fernandez (2003), sefialaron que
en presencia de las raices del hospedante y condiciones favorables, los HMA pueden
colonizar entre el 60 y 90% del sistema radical, lo cierto es que en la revision de la literatura
se encontrd diversos criterios, donde otros autores han sefialado que valores de hasta 30%

son comunes.

En diversos estudios se consideran normales o adecuados, pardmetros de 50 a 60% de
colonizacién (Rodriguez y Gdémez, 2008; Noval, 2008), mientras otros autores como
Fernandez y col. (2006), sefialan que en la mayoria de los trabajos realizados en micorrizas
con inoculantes sélidos, presentan valores de micorrizaciéon entre 20 y 45 % de colonizacion.
Asi, por ejemplo, en el estudio de Rodriguez y col. (2004) cuando evaluaron en macetas
gue contenian un sustrato conformado por suelo + cachaza con una relacién 3:1, diferentes
especies/cepas de Glomus en tomate var. Amalia, informaron que los porcentajes de
colonizacién estuvieron entre 15 y 24%, lo que sitla a los resultados de este trabajo dentro

del rango, por lo que se considera adecuada la micorrizacién en la variedad Eliana.

No obstante, los valores presentados podrian estar en relacion con los niveles de fésforo (P)
y materia organica (M.O) en el sustrato empleado. En este sentido, Noval (2008), encontrd
que cuando incrementd los niveles de P en el sustrato disminuyeron los parametros

micorrizicos y viceversa. Al respecto, Wacere y col. (2002) encontraron que en experimentos
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donde evaluaron diferentes dosis de P en las variantes donde no aplicaron P, el % de
colonizacién fue mayor, lo que disminuyd con dosis crecientes de este elemento. Por otra
parte, inhibiciones en la colonizacién de las raices por parte de las micorrizas se han
observado en presencia de varios sustratos organicos, incluidos la celulosa (Avio y
Giovannetti, 1988; Calvet y col., 1992 citados por Gryndler, 2000), componente de la

cachaza.

Tabla 3. Pardmetros de micorrizacion por G. mosseae en tomate (S. lycopersicum var.

Eliana).
_ Colonizacion micorrizica Densidad Visual
Tratamientos
(%) (%)
Tomate, var. Eliana sin G. mosseae
(Control). 209 b 0,34 b (1,2)
Tomate, var. Eliana con G. mosseae. 290a 0,58 a (2,1)

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05.
La presencia de micorrizas en variantes donde no se inocularon debido a micorrizas nativas
en el suelo fue observada también por Gdmez y col. (2008) en experimentos en macetas,
donde se observo un nivel de micorrizas en el tratamiento testigo, aun cuando el sustrato fue
tratado con vapor (esterilizado en autoclave). A pesar de esto, en el tratamiento inoculado se
produjo un incremento en el porcentaje de colonizacién de un 9% y los valores de densidad

visual y masa del enddfito se duplicaron en ese tratamiento.

Los experimentos de interacciones de nematodos - planta - HMA - ACB que se han
desarrollado en Cuba han sido efectuados en condiciones controladas con el empleo de
macetas de menor tamafio al empleado en este experimento (Rodriguez y col., 2006;
Puertas, 2006; Gomez y col., 2008), donde resultdé relativamente facil poder esterilizar
mediante vapor los volimenes de suelo que emplearon y obtener la completa estilizacion del

mismo para el montaje de los experimentos.

En este estudio, desarrollado en condiciones de macetas (microplot o microparcela), no fue
posible esterilizar el sustrato con el empleo de autoclaves. La evaluacion de la desinfeccion
del sustrato fue la primera etapa del trabajo, teniendo en cuenta que no se utilizé el producto
gue histéricamente se habia empleado para ello, el Bromuro de Metilo, recomendado por su
altisima efectividad en esta labor (Barker, 1985), ya que constituye un producto prohibido en
Cuba (Muifio, 2008). Los resultados obtenidos permitieron constatar que el sustrato libre de
Pochonia spp. y con bajisimas poblaciones de nematodos y HMA estaba listo para el
estudio, donde los efectos observados deberan ser atribuidos a los organismos y cepas

utilizadas.
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Comportamiento de los parametros vegetativos y los rendimientos.

La mayor masa fresca de raiz se presento en el tratamiento donde estaban los nematodos
solos, seguido del tratamiento donde estaban los nematodos + ACB y el control (Tabla 4). El
hecho de que en este tratamiento las plantas presentaran el maximo grado de agallamiento
(1A=5), lo que significd que portaban el mayor nimero de agallas.sistema radical™, dato que
avala este comportamiento. Las raices agalladas constituyen el reflejo de la existencia de
sitios de alimentacion para Meleoidogyne spp., en los cuales se inducen cambios que
constituyen una fuente rica y continuada de alimentos durante toda la vida del nematodo
(Gheysen y Jones, 2006 citados por Gomez, 2007). El mecanismo que involucra la
formacion de estas células genera severos dafos a las raices de las plantas hospedantes
(Rodriguez, 2000). Las células gigantes (sitios de alimentacién) se forman en nimero de 2 a
12.nematodo™, constituyen células de alto metabolismo y se forman por endomitosis sin
citoquinesis, el citoplasma se condensa y externamente se observan las agallas, lo que
redunda en mayor cantidad de tejido y por tanto mayor masa (peso) (Rodriguez y Gomez,
2008).

Los valores obtenidos en la evaluaciébn de parametros vegetativos y productivos en la
variedad de tomate cuando ésta se desarrollé sola, en presencia de los nematodos y la

interaccion planta — nematodos - ACB y HMA se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Comportamiento del tomate variedad Eliana en presencia de los nematodos, el
ACBy el HMA

Masa fresca | Masa seca | Masa seca | Rendimientos
Tratamientos Raiz Raiz dela
(9) (9) biomasa (g / planta)
aérea (g)
1 | Tomate, var. Eliana (Control 51,10 b 20,0 b 605 a 2710 ab
absoluto).
2 | Tomate con G. mosseae. 47,92 bc 20,4 b 49,0 bc 2328 bc
3 | Tomate con M. incognita raza 2. 64,36 a 18,1 bc 42,0 bc 1992 ¢
4 | Tomate con G. mosseae + M. 45,06 bc
incognita. 15,3 bc 391c 1984 ¢
Tomate con M. incognita + P.
5 chlamydosporia var. catenulata, 63,02 a 270 a 56,9 ab 2748 ab
cepa IMI SD 187.
6 | Tomate con G. mosseae;, M. 42,48 ¢
incognita + P. chlamydosporia. 13,6 ¢ 451 be 2781 a
ESx# 3,78 0,69 1,98 99.6

Medias con letras distintas en una misma columna presentan diferencias significativas para
p<0.05.
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Al respecto, Rumbos y col. (2006) constataron en su experimento que las plantas agalladas
presentaron mayor masa fresca de sus raices que las del control, debido, segun estos
autores, al severo agallamiento, siendo el 1A del tratamiento con M. incognita el mayor, con

diferencias significativas del resto, tal como se presento6 en este estudio.

Por su parte, la menor masa fresca de raiz se presentd en el tratamiento donde estaban

juntos el HMA y ACB, en correspondencia con el menor agallamiento de las raices.

Contrariamente a lo que se presenta con la masa fresca de las raices, los valores menores
de masa seca de raices y parte aérea se presentaron en los tratamientos donde estan los
nematodos, en correspondencia con las afectaciones que se atribuyen a la presencia de
estos organismos en las plantas, las que incluyen problemas con la absorcién de agua y
nutrientes y, por tanto, con la reduccion de tejidos funcionales, desarrollo foliar entre otros.
En este sentido, EI-Sherif y col. (2007) informaron que la masa seca de la parte aérea del
tomate disminuy6 proporcionalmente al aumento de los niveles de Meloidogyne en el suelo y

que fueron menores que el presentado por los controles sin nematodos.

La mayor masa seca de parte aérea se presentd en el tratamiento sin nematodos en
correspondencia con un buen desarrollo de las plantas, sin embargo, los resultados sugieren
que la variedad Eliana se comporté como tolerante a M. incognita, ya que los valores de
masa seca y rendimientos se comportaron similares a las plantas sin nematodos
(tratamiento control) y en las que tenian nematodos + P. chlamydosporia y donde se
inocularon los nematodos + P. chlamydosporia + G. mosseae, lo que sugiere que el ACB
podria tener una influencia en el crecimiento y desarrollo de las plantas atacadas, aspecto

gue debe ser estudiado por las implicaciones practicas que posee.

En este sentido, se ha informado que la aplicacion de G. fasciculatum provoco incremento
en la altura y masa seca de las plantas inoculadas con M. incognita (Asmat y col., 2002). Al
respecto, Elsen (2002) informé que la inoculacion con G. mosseae dio como resultado un
mayor crecimiento de las plantas, aun en presencia de R. similis y P. coffeae. Por su parte,
Siddiqui y Akhtar (2007) informaron que G. mosseae produjo incremento del crecimiento del

tomate y reduccion del 1A y la multiplicacion de M. incognita.

Con relacion a los rendimientos, los mayores valores se obtuvieron en el control absoluto
(variedad) y el tratamiento variedad con nematodos + G. mossea + P. chlamydosporia. Este
fendmeno parece indicativo que la presencia de ambos organismos contribuyé a que la

variedad se comportara de forma tolerante a los nematodos.

Segun Elsen (2002), la aplicacion de los HMA podria ser utilizada como una estrategia para

disminuir la susceptibilidad a los nematodos, ya que, al parecer, la disminucion de la
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ramificacion en el sistema radical causada por los nematodos es balanceada por el aumento
de la ramificacion causada por estos hongos.

Al respecto, Fleita (2008) sefialé que habia comprobado el efecto benéfico (estimulatorio) de
P. chlamydosporia sobre el crecimiento y desarrollo del tomate, al inocular el hongo en
sustrato inerte (fibra de coco) y desarrollar en este el cultivo. Para corroborar este aspecto
se requieren de estudios posteriores, pero la posibilidad de contar con organismos que
mejoren la produccion de las hortalizas, aln en presencia de poblaciones importantes de

nematodos, abre nuevas perspectivas en el uso agricola de dichos microorganismos.

rendimientos
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Fig. 19. Influencia sobre los rendimientos del tomate var. Eliana, de la presencia de
nematodos, ACB y HMA.

Leyenda: C: control (Tomate var. Eliana); M: Glomus mosseae; N: Meloidogyne incognita
raza 2; P: Pochonia chlamydospaoria var. catenulata cepa IMI 187.

Si se toma el rendimiento de la variedad Eliana (sin ningin organismo) y lo expresamos
como el 100% potencial de los rendimientos, se logra establecer que las mayores
reducciones de este parametro se obtuvieron en los tratamientos con nematodos sin la
presencia del ACB. (Fig. 19). Por otra parte, se produjeron mayores rendimientos en los
tratamientos donde P. chlamydosporium se encontraba presente (solo o junto a G.

mosseae) con incremento entre 1 y 2 % por encima del obtenido en las plantas control sin
inocular.

Con relacion a este fenomeno, Schwob y col. (1999) sefalaron que el efecto de los HMA
sobre el ciclo de los nematodos no es curativo, pues los nematodos se desarrollan y
completan sus ciclos de vida, sin embargo, la presencia de estos organismos compensa el
dafo causado por estos invertebrados a las plantas.
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Contenido foliar de N, P y K.

El creciente interés, con respecto a la utilizacion de los HMA como Biofertilizantes, viene
dado fundamentalmente, por la capacidad de las hifas externas de las raices colonizadas
para absorber nutrientes del suelo y traslocarlos con mayor eficiencia a la biomasa aérea de
las plantas, lo que promueve un mayor desarrollo de estos y permite disminuir las dosis de
fertilizantes minerales a aplicar. Al respecto, el efecto nutricional mas notorio, y también el
més estudiado, es el aumento en la absorcion de fosforo, factor que limita el crecimiento
vegetal en la mayoria de los suelos, sin embrago, poco se habla del efecto de la
micorrizacion sobre la absorcién de los otros dos macro-elementos (N y K), los que

constituyen factores limitantes de la produccion en algunos suelos tropicales (Llonin, 1999).

En nuestro estudio, se puso de manifiesto que la micorrizaciéon tuvo mayor influencia en la
absorcion de nitrégeno, que de fésforo y potasio (Tabla 5), donde se aprecia que en el
tratamiento de Tomate + G. mosseae + M. incognita, estas contribuyeron a la absorcion del
nitrégeno, siendo mayor con respecto al tratamiento donde se encontraba Tomate + M.
incognita raza 2 solos. Por su parte, con relacion al fosforo y al potasio, las micorrizas no
contribuyeron a una buena absorcién del mismo, porque se observa que no hubo diferencia
significativa entre tratamientos para estos elementos, pudiendo estar dado por los altos

contenidos de nutrientes que contenia el sustrato.

Este fendmeno, pudiera también estar relacionado con los porcentajes de micorrizacion,
resultando necesario ejecutar estudios posteriores para determinar el por qué de dicho

comportamiento.

Tabla 5. Contenidos de nutrientes en la biomasa aérea en el tomate, al final del ciclo.

N P K
g.planta?! | g.planta! | g.planta?

2.23 ab 0.13 a 1.57 a

Tratamientos

1 | Tomate, var. Eliana (Control absoluto).

2 | Tomate con G. mosseae. 255 a 0.13 a 141 ab

3 | Tomate con M. incognita raza 2. 0.96 d 0.10 a 103 b

4 | Tomate con G. mosseae + M. incognita. 1.69 be 0.10 a 1.11 ab

5 | Tomate con M. incognita + P. chlamydosporia
var. catenulata, cepa IMI SD 187.

6 | Tomate con G. mosseae; M. incognita + P.
chlamydosporia.

1.47 cd 0.14 a 1.32 ab

2.68 a 0.11 a 1.35 ab

ESx# 0.158 0.005 0.063

Medias con letras distintas en la misma columna presentan diferencias significativas para
p<0.05.
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Es de destacar que en el tratamiento donde interactuaban Tomate con G. mosseae; M.
incognita + P. chlamydosporia, donde hubo menor masa seca, como se puede apreciar en la
tabla 4, y una mayor e igual extraccion de nitrégeno, fésforo y potasio, como también se
observa en la tabla 5, con respecto al tratamiento control absoluto, se obtuvo igual
rendimiento en g.planta™.

En este estudio G. mosseae, funcioné adecuadamente con relacion a su papel en la
nutricion de la variedad Eliana, pues aun cuando no hubo respuesta a la absorcion de
fosforo y potasio en los tratamientos donde se encontraba el HMA, se produjeron

incrementos en la absorcion de nitrégeno.
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4.3. DISCUSION GENERAL

Los nematodos formadores de agallas (Meloidogyne spp.) constituyen importantes plagas
del tomate en las diferentes tecnologias de produccion, por lo que en el mundo se ha
trabajado para la obtencion de variedades con resistencia a esta plaga, de modo de ser

incorporadas en los sistemas productivos.

Numerosas variedades son hoy portadoras de genes (Mi y otros) que confieren a las
mismas, resistencia a poblaciones de M. incognita, M. arenaria y otras especies,
constituyendo la principal limitante para su uso generalizado, el hecho de que el gen Mi se
inactiva cuando las temperaturas exceden los 28°C, hecho comudn en la primavera-verano
de los paises de la zona tropical como Cuba, y que en la actualidad, son temperaturas que
se presentan de forma frecuente en las temporadas invernales de esta zona, debido al
fendmeno del calentamiento global y los cambios climaticos que se operan a nivel

planetario.

Por esta razon y porque se conoce que la resistencia se puede quebrantar también por altas
presiones de inéculo de nematodos en el suelo, se recomienda el uso de Programas de
Manejo Integrado (MIP) gque involucren organismo benéficos como los HMA y los ACB, la

resistencia varietal y otras tacticas.

Se conoce que la micorrizacion y la efectividad de los ACB, ofrecen diferentes respuestas en
dependencia de la especie/variedad de planta, aislado de micorriza y poblacién de
nematodo (Trivedi, 1998; Luc y col., 2005) y ACB (Oyekanmi y col., 2007), por lo que resulto
necesario llevar a cabo este estudio con la nueva variedad de tomate (S. lycopersicum L.)

Eliana, obtenida por el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas.

Los resultados alcanzados en este trabajo, pusieron de manifiesto que la variedad de tomate
Eliana, a la que se habia incorporado el gen Mi, perdié la resistencia a M. incognita raza 2
debido, probablemente, a las altas temperaturas imperantes en el invierno 2006 - 2007, y
como resultado de la presencia de G. mosseae y P. chlamydosporia var catenulata, los que
produjeron una disminucion de mas de un 50% en el IA, la variedad exhibié rendimientos

adecuados en las plantas con nematodos, en comparacion con el potencial de la variedad.

Al respecto, autores como Rao y col. (2000) han sefialado que el uso de HMA y ACB como
Glomus sp. y Pasteuria penetrans han provocado la disminucién de los IA y el incremento de
los pardmetros vegetativos y productivos de hortalizas en los tratamientos con nematodos y
estos otros organismos. Mientras que, Oyekanmi y col. (2007) sefialaron que el uso de
organismos como Bradyrhizobium japonicum, Trichoderma pseudokoningii y G. mosseae no
produjeron una sustancial disminucion de M. incognita en dos cultivares de soya, lo que

pone de manifiesto la existencia de respuestas diferenciales en cada interaccion y que
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refuerza la necesidad del desarrollo de este tipo de investigacion en variedades que no

habian sido estudiadas previamente.

En este contexto, los resultados alcanzados demuestran que para que G. mosseae no
interfiera en la accion colonizadora de las raices de P. chlamydosporia var. catenulata,
resulta necesario aplicar este ultimo organismo al suelo o sustrato que se emplea en la
produccion de las plantulas, de manera que ambos organismos lleguen con cierto

sincronismo a la zona de la rizosfera y colonicen de forma conjunta dicha zona.

Los resultados de este experimento indican un efecto supresor de G. mosseae sobre el
nematodo M. incognita en las raices, lo que se expreso en la disminucion de un 20% en el
IA, en comparacion con el tratamiento con nematodos solos y que podria estar relacionado
con cambios bioguimicos y/o anatémicos o morfolégicos en los tejidos de las plantas, u otra
causa, aspectos que deben ser estudiados en investigaciones que desarrolle el equipo
CENSA - INCA en un futuro, de manera de dilucidar los mecanismos involucrados en esta
interaccion. Al respecto, sefialaron Kesba y Al-Sayed (2005) que los factores asociados con
el tipo de hospedante, parasito y organismos (simbiontes y otros), los que afiaden
complejidad a este tipo de investigacion, deben ser estudiados para ser explotados

convenientemente en el manejo de las plagas.

Estudios posteriores serdn necesarios para continuar profundizando en esta interesante
interaccion, ya que se sabe que una clave para el progreso en el campo del control biolégico
es lograr el entendimiento de la dinamica de la interaccion entre los agentes biologicos
(biorreguladores y otros organismos benéficos) y las plagas en la rizosfera, de cémo las
poblaciones de unos y otros grupos interactian y la influencia que reciben del ambiente
fisico (Paulitz, 2000).

Se conoce que los HMA desempefian un importante papel en la nutricion de los cultivos,
pero que, los cultivos tratados con estos organismos ofrecen diferentes respuestas en su
interaccion con las poblaciones de nematodos debido a la especificidad de las interacciones
especie/variedad de planta - aislado de micorriza - poblacién de nematodo (Trivedi,1998;
Luc y col., 2005), donde se ha informado que la micorrizacion puede ser afectada por la
presencia de nematodos en las raices (Estafiol y col., 1999), asi como el nimero de esporas
de los HMA en el suelo (Kesba y Al-Sayed, 2005) y que se producen interacciones

antagonicas entre HMA y agentes de control bioldgico (Oyekanmi y col., 2007).

Las complejas interacciones fisioldgicas entre microorganismos hacen dificil formular
“bases” precisas acerca de los diversos tratamientos para el control de nematodos. Los
factores asociados con el tipo de hospedante, parasitos y organismos simbidticos afiaden

también complejidad a las interacciones (Kesba y Al-Sayed, 2005).
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El estudio representa un acercamiento a la compleja interaccion planta - nematodo -
micorriza - Pochonia, demostrandose que con la presencia de los HMA y el ACB se logra
una disminucion significativa en el indice de agallamiento del cultivo del tomate, var. Eliana 'y
una disminucién en el nimero de ootecas.g' y de huevos.ooteca™® lo que representa una
menor poblacion de M. incognita, que sin duda esta relacionado con el aumento de los
rendimientos en aquel tratamiento donde interacttan ambos microorganismo. Los
mecanismos implicados en estos resultados, deben ser sin embargo, objeto de estudios
posteriores.

61



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. Se demostro la pérdida de resistencia en la variedad Eliana en las condiciones en que se
desarrollé este estudio, donde los niveles de producciéon de huevos de M. incognita, se
encontraron dentro de los rangos normales exhibidos por esta especie de nematodo en

variedades susceptibles.

2. El hongo micorrizico arbuscular Glomus mosseae, inoculado al sustrato antes que el
ACB, limit6 el desarrollo de Pochonia chlamydosporia y su efectividad en las raices, al

disminuir su actividad parasitica.

3. Se pudo comprobar que la variedad Eliana, aun cuando tuvo afectacion de sus
pardmetros vegetativos y productivos en presencia de M. incognita, mostré un
comportamiento tolerante al nematodo, en los tratamientos donde G. mosseae y P.
chlamydosporia estaban presentes, obteniendo valores de rendimientos similares al

tratamiento control.

4. La presencia del HMA y el ACB, provocaron la disminucion del nimero de ootecas de M.
incognita, mientras que el menor nimero de huevos por ooteca se presenté en las
plantas tratadas con P. chlamydosporia solo, lo que evidencia el potencial de estos
microorganismos para el manejo progresivo de las poblaciones de nematodos en el

tiempo.
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6. RECOMENDACIONES

* En la produccién de plantulas, la inoculacion de P. chlamydosporia debe efectuarse
en el momento de la preparacion del sustrato junto con el HMA, para propiciar la
adecuada colonizacién de ambos, disminuyendo asi el efecto negativo mostrado por

G. mosseae sobre el desempefio del ACB.

* Realizar la evaluacion de la variedad Eliana ante M. incognita raza 2 bajo nuevas

condiciones ambientales.

» Continuar profundizando en el estudio de la interaccion hospedante - G. mosseae -
M. incognita - P. chlamydosporia desde el punto de vista bioquimico y molecular, que

permita dilucidar los mecanismos involucrados en dicha interaccion.
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Anexos

Anexo 1.
Informe del andlisis del control de calidad.
Producto: KlamiC® cepa IMI SD 187. (Pochonia chlamydosporia var.catenulata).

Lote: 311106 Analista: Téc. Nerdys Acosta

Fecha de fabricacion: 24/11/2006 Fecha de analisis: 28/11/2006

Método de obtencion: Fermentacion en estado liquido y solido en bolsas de polipropileno.
Requisitos e indicadores de calidad. Cumplimiento. Referencia.

1- Caracteristicas Organolépticas.

Bolsas de polipropileno que contienen un

granulado de color ocre. Cumple Norma interna.

2- Masa promedio.

5009 6 1kg * 10%. Cumple USP XXIlII, 1995.

3- Identidad.

Conidios en cadenas y presencia de PNO-G-219.

Clamidosporas. Cumple Kerry y Bourne, 2002.

4- Concentracion del principio activo.

> 10° clamidosporas por g de sustrato. Cumple (9,5 x 10%) Kerry y Bourne, 2002.
PNO-G-226.

5- Actividad Bioldgica.

> 85% de Viabilidad de las clamidosporas. = Cumple (93%) Kerry y Bourne, 2002.

= 70% de Parasitismo de huevos. Cumple (82%) Kerry y Bourne, 2002.
PNO-G-262 y PNO-G-273.

6- Contaminacion microbiana.

Menor de 10° UFC x g de producto. Limite Microbiano

No presencia de bacterias, ni hongos Cumple USP XXV, 2002.

patdgenos. (No presenta) PNO-AM-007.

7- Contenido de agua.

< de7%. Cumple (5,85%) USP XXV, 2002.
Balanza infrarroja
IE-201.

8- Hermeticidad.

Bolsas de polipropileno herméticas. Cumple FEUM, 1998.
PNO-G-283.

9- Resultados:
Aprobado: A Rechazado:

Lic. Jersys Arévalo.
Jefe de control de la calidad.

Documento Basico RPNO-G-475 del libro de control de Calidad del producto perteneciente a

la Unidad de Desarrollo de Agentes de Control Biologicos del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA), del afio 2006.
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