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RESUMEN: El estudio de tacticas para € mango de los nematodos agalleros en la produccién protegida
de hortalizas en Cuba, se ha incrementado en los Gltimos afios. El objetivo del trabajo fue determinar
lainteraccion entreel ECOMICA , producto a base de hongos formadores de micorrizas arbusculares,
y una poblacion cubana de Meloidogyne incognita en € tomate (Lycopersicon esculentum. Mill var. Vyta).
El experimento se desarrollé en los aidador es biolégicos del CENSA empleando un disefio completamente
aleatorio. Se emplearon dos formas de inoculacion del ECOMICA : peletizacion de la semilla e
incor poracion al sustrato para semilleros (1.5 g del producto/alveolo de cepellédn). La dosis de nematodos
fue de 1.5 huevos-J,. g suelo™. Se evalud € indice de agallamiento (IA), € nimero de juveniles infectivos
(J,) en suelo y peso del sistema radical. La evaluacion de la simbiosis micorricica comprendio el
porcentaje de colonizacién, densidad visual y peso del enddéfito. Se demostr6 que la aplicaciéon de
ECOMICa en larizosfera del tomate favorecié e desarrollo de la raiz aparegjado con un alto nimero
de agallas (IA=4). En €l control €l desarrollo de la raiz fue menor con un IA=5. Se observé una
disminucion de los J, en €l suelo de las plantas micorrizadas. El establecimiento de la simbiosis
micorricica no se afect6 por e desarrollo del nematodo.
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INTERACTION BETWEEN ECOMICa AND A CUBAN POPULATION
OF Méloidogyne incognita IN TOMATO

ABSTRACT: The study of tacticsfor the root-knot nematode management in vegetable production under
crop protected systems has been increased in Cuba in the last decade. The main goal of this work was
to assess the relationship of ECOMICéa, a commercial product containing several mycorrhizal fungi,
and a Cuban population of Meloidogyne incognita in tomato (Lycopersicon esculentum Mill var. Vyta).
The experiment was carried out in a green house at CENSA using a completely randomized design.
ECOMICA& was inoculated by seed pelleting or mixed with the seedbed substrate. The nematode dose
used was 1.5 egg-J,. g soil"*. Gall index, infective juveniles in soil and root weight were evaluated. The
per centage of colonization, the visual density and the mycellial weight were also estimated. ECOMICa
was shown to benefit root development despite the high value of the gall index (G1=4) in the inoculated
plants. Root development was lower in the untreated plantswith a GI=5. A decreased number of infective
juveniles was observed in the soil with mycorrhized plants. The micorrhizal colonization was not affected
by nematode establishment.

(Key words: mycorrhiza symbiosis; root-knot nematodes; Meloidogyne incognita; Lycopesicon esculentum)




INTRODUCCION

Las asociaciones micorricicas se encuentran am-
pliamente distribuidas en la mayor parte de los
ecosistemas terrestres. Estas desarrollan multiples
funciones en el vegetal, entre las que se encuentran
el favorecer el desarrollo mas eficiente del sistema
radical, por lo que la planta puede explorar un mayor
volumen de suelo, ofreciendo una mayor resistencia
a toxinas, el incremento de la traslocacion -
solubilizacion de elementos nutritivos esenciales y al
aumento de la tolerancia a condiciones abidticas ad-
versas, llegando a menudo a conferir cierta protec-
cién contra patégenos radicales (1).

La relacion de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) y los nematodos fitoparasitos
ha recibido gran atencion en los Ultimos afios. Esto
es debido a las posibilidades que ofrece el contar con
organismos que atenuden el efecto negativo de los
nematodos y favorezcan el desarrollo fisiolégico ge-
neral del vegetal (2).

Aun cuando se discute acerca de los mecanismos
gue operan en esta relacion, lo cierto es que nume-
rosos investigadores sefialan el efecto negativo de
especies del género Glomus sobre poblaciones de
nematodos formadores de agallas (3, 4).

Desde finales de la década pasada se comenzé
a trabajar en Cuba en la valoracion de las potencia-
lidades del uso de HFMA para atenuar los dafios por
nematodos, utilizando como modelo experimental el
cultivo del platano y los nematodos Meloidogyne
incognita (Kofoid-White, Chitwood) y Radopholus
similis (Cobb, Thorne), con resultados satisfactorios
a escala experimental, sefialandose la necesidad de
ejecutar experimentos de campo de mayor enverga-
dura (5).

Por su parte, Terry (6) estudio recientemente la
aplicacion de micorrizas conjuntamente con analo-
gos de brasinoesteroide en la produccién de tomate
en sistema de cultivos protegidos, demostrando que
con esta combinacion se logra un mayor nimero de
racimos y frutos por planta, asi como el aumento de
los rendimientos en un 20% con respecto al control
no tratado.

Estos resultados confirman la necesidad de cono-
cer la posibilidad de emplear cepas nativas de
micorrizas dentro de las estrategias de manejo de
nematodos establecidas en el pais, para disminuir el
impacto de las poblaciones de Meloidogyne spp., en
la produccion intensiva de hortalizas, a campo abier-
to y sistemas de producciones protegidas.
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El presente trabajo tuvo como objetivo determinar
la interaccion entre EcoMica, y la especie de
nematodo agallaro M. incognita en el tomate
(Lycopesicon esculentum Mill var Vyta)

MATERIALESY METODOS

El experimento, se ejecutd en el primer trimestre
del afio 2005. Se emplearon dos formas de inocula-
cion del EcoMica : mezcla con el sustrato para el se-
millero y la peletizacion de las semillas de tomate var.
Vyta. La primera se realiz6 mezclando el sustrato con-
tenido en cada alvéolo del cepellon para semilleros
con 1,5 g del producto, segun dosis recomendada por
Noval (7). El semillero se realiz6 en bandejas de
polietileno (cepellones) con un volumen de 32.5 cm?®
por alveolo. Esta forma de produccion de plantulas es
la mas empleada en los Sistemas de Produccién Pro-
tegida de Hortalizas (SPPH) en Cuba segun Casano-
va et al. (8).

La segunda forma de aplicacion del EcoMica se
realiz6 siguiendo la metodologia de Fernandez et al.
(9). Se utilizé un volumen de producto correspondien-
te al 10% del peso de las semillas a tratar. El producto
se mezcld con agua corriente hasta formar una pasta
donde se introdujeron las semillas, luego se espar-
cieron sobre un papel y se dejaron secar durante la
noche en un lugar fresco. Al dia siguiente se sembra-
ron en los alvéolos de los cepellones. Transcurridos
21 dias después de la germinacion, las plantulas se
transfirieron a macetas de 1,5 L de capacidad.

El sustrato empleado en el experimento, incluyen-
do el del semillero, estuvo compuesto por humus de
lombriz y suelo Ferralsol éutrico (10) (1:1), esteriliza-
do previamente a 121°C (1 atm) durante 2 horas.

Transcurridos siete dias desde el trasplante, se
procedio a la inoculacién de los nematodos en orifi-
cios practicados alrededor de las raices de las plan-
tas con el objetivo de favorecer la invasion. La sus-
pensién de M. incognita se obtuvo a partir de una po-
blacién pura establecida en tomate var. Campbell-28,
procedente de la coleccién de nematodos formadores
de agallas del laboratorio de Nematologia del CEN-
SA, utilizando la metodologia descrita por Hussey y
Barker (11). El nivel de in6culo que se empled en el
experimento fue de 1,5 huevos-J.. g suelo™.

Se utilizé un disefio completamente aleatorio con
6 tratamientos y 10 repeticiones cada uno. Los trata-
mientos fueron:

1. Plantas sin nematodos empleadas como control.

2. Plantas inoculadas con nematodos, sin micorrizas.
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3. Plantas procedentes de semillas peletizadas, sin
nematodos.

4. Plantas producidas en sustrato micorrizado sin
nematodos.

5. Plantas procedentes de semillas peletizadas ino-
culadas con nematodos.

6. Plantas producidas en sustrato micorrizado inocu-
ladas con nematodos.

El experimento se mantuvo en los aisladores bio-
l6gicos del CENSA, con riego en dias alternos duran-
te 60 dias. Transcurrido este tiempo se extrajeron las
raices cuidadosamente y se lavaron con agua corrien-
te. Igualmente se tomd suelo de las macetas y con-
juntamente con las raices, se llevaron al laboratorio
de Nematologia para su estudio.

Andlisis de lasimbiosis micorricica

Para el andlisis de la simbiosis micorricica, las rai-
ces de cinco plantas por cada tratamiento, incluyen-
do las del control, fueron secadas a 70°C y tefidas
mediante la metodologia de Philiph y Hayman (12). El
porcentaje de colonizacion se evalud a través del mé-
todo de los interceptos, descrito por Giovanotti y Mosse
(13). Se determind ademés la densidad visual (DV)
segln Trouvelot et al. (14), a partir de la cual se cal-
culd la masa del enddfito mediante la siguiente for-
mula: Peso Enddfito = (Peso Seco x Densidad Visual)/
100.

Analisis nematoldgico y del sistemaradical

Se registro, el peso total de la raiz en todas las
plantas del experimento, utilizando una balanza téc-
nica Sartorius. En los tratamientos donde se aplico el
nematodo se determing el Indice de Agallamiento (1A)
en el sistema radical, segun la escala de Taylor y
Sasser (15), y se contabilizé la poblacion final de M.
incognita, siguiendo la metodologia descrita por
Hussey y Barker (11).

La poblacion de J, en suelo (Juveniles. 10g de
suelo?), se determind mediante la técnica de embu-
dos Baermann (16). Para ello, se homogenizo el suelo
de las macetas de cada tratamiento inoculado con
M. incognita y se tomaron tres sub-muestras de 10 g
cada una. A los tres dias se retiraron los viales colec-
tores de los embudos y los juveniles contenidos en
dichos viales se inactivaron con calor a 60°C por 3
min, se fijaron con TAF (1%) (17) y se cuantificaron
mediante el conteo directo de las larvas en una ca-
mara contadora bajo un estereomicroscopio.

Para determinar la influencia de los tratamientos
en los parametros evaluados se ejecuté un Analisis
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de Varianza Simple y la comparacién entre las me-
dias se realiz6 haciendo uso de la prueba de rangos
multiples de Duncan en los casos donde existieron
diferencias (p<0.05).

RESULTADOSY DISCUSION

Andlisis de lasimbiosis micorricica

El andlisis de los parametros de los HFMA permi-
tié determinar que el nematodo no produjo efecto ne-
gativo sobre el desarrollo de los hongos micorricicos
en las raices del tomate. Se constaté que en todas
las plantas tratadas independientemente del modo de
aplicacion del hongo o la presencia del M. incognita,
se obtuvo un alto numero de raices colonizadas (Fig.1)
y valores elevados de densidad visual (DV) (Fig. 2).
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Barras con letras diferentes, difieren significativamente
(p<0.05).

FIGURA 1. Porcentajede colonizacion (%) por micorrizas
en lasraices detomate tratadas con ECOMICa ./ Percentage
of mycorrhizal root colonization treated with ECOMICA .

Estos resultados no coinciden con los obtenidos
por Paulitz y Linderman (18), quienes hallaron que el
desarrollo de las micorrizas, expresado en porcenta-
je de germinacion, desarrollo micelial y colonizacion
de las raices, se vio afectado por la presencia de
nematodos formadores de agallas. Esto puede de-
berse a que en este trabajo, los hongos formadores
de micorrizas fueron introducidos al sistema (sustrato-
planta) antes de que el hospedante fuera “retado” con
el nematodo, sefialando Borowicz (19), que cuando
esto ocurre, el efecto negativo de los nematodos so-
bre este hongo puede ser disminuido o eliminado.

Tanto en el porcentaje de colonizacién como en la
DV, no se presentaron diferencias entre los tratamien-
tos inoculados, manifestando valores adecuados, pero
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Barras con letras diferentes difieren significativamente
(p<0.05)

FIGURA 2. Densidad visual (DV) de la colonizacion por
micorrizas en raices de tomate./ Visual density (VD) of
mycorrhizal colonization in tomato roots.

si de estos con relacion al testigo. Este aspecto se
corroboré cuando se calculé el peso del enddfito (PE),
lo cual nos brinda una mejor informacién acerca de la
intensidad de la colonizacién, cuantificada en mg de
HFMA. g de raices secas (Fig. 3).
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Barras con letras diferentes difieren significativamente
(p<0.05).
FIGURA 3. Peso ddl enddfito de los HFMA en raices de
tomate./ Endophyte weight of mycorrizal fungi in tomato
roots.

El porcentaje de colonizacion fue alto, donde los
valores oscilaron entre el 60y el 70%, lo que coincide
con lo obtenido por Fernandez et al. (9). Este autor
encontr6 ademas un aumento de la colonizacion de
las raices y del parametro DV en las plantas inocula-
das mediante peletizacion.

Los resultados evidenciaron lo beneficioso de in-
troducir los HFMA en los sistemas planta- hongos
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micorrizdgenos-nematodos fitoparasitos, antes de que
estos ultimos se pongan en contacto con las plantas
hospedantes; aspecto que es sefialado también por
Borowicz (19).

Este aspecto es muy positivo si se tiene en cuenta
gue se puede introducir el simbionte en fases inicia-
les de la tecnologia, como por ejemplo en la produc-
cién de plantulas, que deben ser obtenidas en
sustratos libres de nematodos (8), de esta manera, la
relacion planta-micorriza estara establecida antes de
que las plantulas sean transplantadas al campo, don-
de los nematodos pueden estar presentes.

Varios estudios confirman que la interaccion plan-
ta-HFMA-nematodos fitoparasitos puede manifestar-
se de diferentes formas, ya sea para impedir el desa-
rrollo de los nematodos, o que estos inhiban el desa-
rrollo de los HFMA, en alguna fase de su desarrollo, o
no producirse ningun efecto adverso entre ellos.

Andlisis nematoldgico y del sistema radical

En la Figura 4 se puede apreciar el peso de las
plantas de tomate de los diferentes tratamientos. To-
das las plantas tratadas con micorrizas, incluyendo
las inoculadas con nematodos, alcanzaron un mayor
peso radical, sin diferencias significativas entre ellas,
pero si con las plantas de los tratamientos donde no
se aplico la micorrizacion.
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Barras con letras diferentes difieren significativamente
(p<0.05).

FIGURA 4. Peso del sistemaradical de plantas de tomate
tratadasy no tratadas con micorrizas. / Root weight in tomato
plantsinoculated or not with mycorrhizae.

Por su parte las plantas sin EcoMic® presentaron
diferencias significativas entre ellas, donde en las plan-
tas inoculadas con M. incognita, se observo un alto
deterioro del sistema radical (Fig. 5) y por consiguien-
te un menor peso del sistema radical (Fig. 4). Estos
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resultados indican que la micorrizacién de las plantas
de tomate cv. Vyta favorecié el crecimiento de las rai-
ces mostrado por un mayor peso y volumen del siste-
ma radical.

FIGURA 5. Desarrollo radical del tomate infectado por
M. incognita. @) Raiz micorrizada. b) Raiz no micorrizada./
Tomato rootsinfected by M. incognita. a) Mycorrhized root.
b) Non-mycorrhized root.

En este sentido, Rivera et al. (10) plantearon, que
cuando las raices de una planta se encuentran en
asociacion simbiodtica con hongos micorricicos
arbusculares, ocurren alteraciones morfologicas y fi-
siolégicas en el vegetal, estimulando, entre otros as-
pectos, la sintesis de hormonas del crecimiento tales
como auxinas, giberelinas y citoquininas. Como con-
secuencia, la planta desarrolla un mayor sistema ra-
dical que favorece el incremento de la superficie de
absorcion de nutrientes (18, 20).

En el tomate, una de las hortalizas mas afectadas
por los nematodos formadores de agallas (21), el sis-
tema radical se deteriora ante altos niveles
poblacionales, por ejemplo de M. incognita (22, 23).

Los juveniles infestivos de Meloidogyne spp. pe-
netran las raices de sus hospedantes a través del
meristemo apical e invaden el tejido vascular del cual
se alimentan. Esto trae consigo una magnitud de cam-
bios morfoldgicos y fisiologicos en las raices, que van
en detrimento de su funcionamiento y normal desa-
rrollo, que imposibilita a las plantas la toma de
nutrientes y agua del suelo. Las células meristematicas
también quedan destruidas causando retardo en el
desarrollo. Cuando las infestaciones son elevadas, los
efectos negativos se incrementan, por lo que la raiz
gueda deteriorada y/o deviene la pérdida del sistema
radical (24).

Al analizar el IA, se observé que todas las plantas
de los tratamientos inoculados con M incognita, mos-
traron agallas, debido a la accion de las larvas
infectivas en las raices (Fig. 6), lo que indica que
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EcoMic® no limito la penetracion de M. incognita. Sin
embargo, se observaron diferencias significativas
entre las plantas tratadas con micorrizas y el control,
donde el IA fue menor en las plantas tratadas. No
obstante, a pesar de que los valores alcanzados, en-
tre 4 y 5, son considerados altos, segun lo estableci-
do por Taylor y Sasser (15), lo que demuestra la alta
susceptibilidad de la variedad de tomate a M. incognita,
el hecho de que se produzca al menos la disminucion
en un grado, equivale a mejorar en algo el desarrollo
del cultivo, lo que habla favorablemente de las
micorrizas, las que en ningn modo pueden ser trata-
das como “agentes de control biolégicos” de
Meloidogyne pero que presentan un efecto favorable
sobre el cultivo donde estén presentes.
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Barras con letras diferentes difieren significativamente
(p<0.05).

FIGURA 6. indice de agallamiento (1A) provocado por la
infestacion de M. incognita en raices de tomate. / Gall
index in tomato roots due to M. incognita infestations.

En este sentido, Pinochet et al. (25) informaron un
fendbmeno similar para la interaccion Pratylenchus
vulnus (Allen y Jensen) - Glomus mosseae (Nicol. y
Gerd) - melocoton cv. Nemared, ya que aunque la pre-
sencia de micorrizas no les confirid proteccion ante los
nematodos, se favoreci6 el desarrollo de las plantas.

Con relacion al efecto de los HFMA sobre las po-
blaciones de nematodos, los resultados son muy va-
riados. Investigadores como Diongzony Gapasin (25),
informaron que las micorrizas provocaron una dismi-
nucion en el nimero de agallas, masas de huevo y
poblacion en el suelo de Meloidogyne graminicola
(Goleen y Birchfield) de entre 69 y 92% comparado
con los controles, cuando se aplicaron junto a enmien-
das de origen animal como estiércol de vacas, ovejas,
puercos, gallinaza, entre otros, lo que, ha nuestro en-
tender, se debid a la combinacién de tacticas y no al
empleo de HFMA solamente. Otros estudios sefialan
gue la presencia de micorrizas puede inhibir la eclo-



sion de los huevos, la penetracion de las larvas a la
raiz e incluso la multiplicacion de los nematodos (27).

Sin embargo, en numerosos casos la reproduc-
cion de nematodos fue estimulada por la presencia
de ciertos hongos micorricicos. Hussey y Roncadori
(28), al trabajar con Arachis hypogeae (L. Starr) ob-
servaron un incremento de ocho veces en el nUmero
de huevos por gramo de raiz, comparado con plantas
no micorrizadas. En otras pruebas con la misma es-
pecie empleando un sistema de raiz dividida, estos
autores observaron que la reproduccion del nematodo
fue mayor al estar presente el hongo, lo cual ocurrié
s6lo cuando ambos organismos estuvieron presen-
tes en el mismo lado de la raiz.

Los HFMA pueden alterar la fisiologia de las rai-
ces, incluyendo los exudados responsables de las
atracciones quimicas de los nematodos. Al respecto,
Sikora (7) encontr6, que la atraccion de larvas de M.
incognita al sistema radical de tomate estuvo altera-
da por la presencia de G. mosseae, lo que redundo
en menor IA. Sin embargo, en algunos casos, la colo-
nizacién del hongo no tuvo efecto sobre las poblacio-
nes de nematodos, como se observo en estudios eje-
cutados por O’Bannon y Nemec (29) con Radopholus
similis donde la poblacién de nematodos fitoparasitos
fue considerablemente mayor en las plantas
micorrizadas.

En otros estudios, los hospedantes susceptibles a
esta plaga colonizados con HFMA muestran una ma-
yor tolerancia, la que a menudo esta acompafiada por
la disminucion de las poblaciones de nematodos, ex-
presada en un menor ndmero de agallas, juveniles o
masas de huevos por unidad de raiz (30).

En este sentido, los reguladores del crecimiento
de las plantas, exudados por las raices se encuen-
tran fuertemente implicados en el desarrollo de las
células gigantes y la formacion de agallas (31). La
presencia de auxinas, promotoras del crecimiento
celular y de citoquininas, promotoras de la division
celular, ha sido estudiada en relaciéon con las
infestaciones por Meloidogyne en sus hospedantes,
las que se encuentran en mayor cuantia en los teji-
dos celulares parasitados por nematodos agalleros
gue en los no parasitados (32). El aumento de estas
sustancias también ha sido informado en las plantas
micorrizadas (33), lo cual pudiera dar una explicacion
a lo ocurrido en este trabajo.

Por otra parte, al existir un mayor sistema radical,
evidenciado por el peso de la raiz, los J, de M.
incognita pueden encontrar abundantes raices don-
de comenzar una nueva invasion, sin necesidad de
pasar al suelo en busca de otros hospedantes.
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Una evidencia de este planteamiento puede en-
contrarse cuando se analiza el nimero de J, en el
suelo de las macetas. En la Figura 7 se aprecia el
nivel poblacional del nematodo en el suelo del trata-
miento control el que aumentd significativamente en
comparacion con el resto de los tratamientos.
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Barras con letras diferentes difieren significativamente
(p<0.05).

FIGURA 7. Numero de juveniles infectivos (J,) de M.
incognita en suelo./ Number of M. incognita infective ju-
veniles (J2) in soil.

Las especies de nematodos y su abundancia en
el suelo estan estrechamente relacionadas con el cre-
cimiento de las plantas y las sustancias exudadas por
las raices y su abundancia influye directa o indirecta-
mente sobre su comportamiento (32).

Sibien la presencia de HFMA en las raices pudie-
ran resultar en una disminucién, incremento o no te-
ner efecto en las poblaciones de nematodos (28, 34),
un aumento de la tolerancia en las plantas suscepti-
bles a esta plaga ha sido observada por numerosos
investigadores, que va mas alla de la elevacion de
niveles de fosforo en las plantas (35, 36, 37).

El mecanismo por el cual en ocasiones la presen-
cia de micorrizas limita la reproduccion de los
nematodos y en otras no lo hace, no esta aun diluci-
dado. Sin embargo, se conoce que durante el proce-
so de establecimiento de la simbiosis micorricica
arbuscular, se estimula el desarrollo de
microorganismos rizosféricos intimamente ligados al
micelio externo de estos hongos (38). En este micro-
ambiente, que ha sido denominado hifosfera, se han
caracterizado bacterias del tipo benéfica (7), siendo
posible que también se establezcan otros
microorganismos que controlan las poblaciones de
fitonematodos en el suelo (39).
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En este trabajo se demuestra que, a pesar de que
la colonizacion micorricica no tuvo efecto en la dismi-
nucion de la poblacion de M. incognita en tomate var.
Vyta provoco un incremento en el desarrollo radical
de las plantas, que podria proporcionarle mayor tole-
rancia a la variedad ante poblaciones de nematodos
en suelos infestados.

Este hallazgo le confiere potencialidades a la
micorrizacion de plantas en los SPPH, donde se usan
hibridos que generalmente no son resistentes a los
nematodos, como ocurre con la variedad empleada
en este estudio como modelo biol6gico de susceptibi-
lidad. Al respecto, Bello et al. (40) indicaron que la
micorrizacion de plantulas en diversos cultivos, po-
dria constituirse en una de las alternativas al Bromuro
de Metilo incluidas en programas de manejo integra-
do de plagas.

Teniendo en cuenta los resultados alcanzados, la
tendencia internacional en el uso de estos organismos
(41) y la posibilidad de contar con un producto cubano
de reconocido prestigio en el ambito nacional e inter-
nacional como el EcoMic® (35) por el aumento que
provoca en los rendimientos de los cultivos, debera
valorarse su inclusion en la fase de produccion de
plantulas, teniendo como elemento favorable que su
uso experimental en los SPPH de Santiago de Cuba,
lo que produjo aumentos en el desarrollo, rendimien-
tos y calidad bromatol6gica de los frutos de tomate (6).
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