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RESUMEN

Los nematodos fitoparasitos estan ampliamente distribuidos en suelos naturales y
cultivados de todas las regiones del mundo, y cualquier cultivo puede sufrir un perjuicio
importante cuando se presentan elevadas densidades de poblacion en suelo y/o raices. Las
infecciones de plantones de olivo por nematodos fitoparasitos, fundamentalmente
nematodos noduladores (Meloidogyne spp.) y lesionadores de raiz (Pratylenchus spp.), se
han asociado con reducciones del crecimiento y vigor de la planta en varios paises de la
Cuenca Mediterranea, si bien entre el complejo de enfermedades que afectan al olivo las
causadas por nematodos han sido consideradas tradicionalmente como de aparicion
esporadica e importancia menor. Sin embargo, algunas de las condiciones agrondmicas
derivadas del desarrollo de la Nueva Olivicultura alertan sobre la posibilidad de que los
nematodos puedan convertirse a medio plazo en un problema fitosanitario de impacto
moderado sobre el olivar. La adopcidon masiva del método de multiplicacién por estaquillas
semilefiosas en los olivares de nueva plantacion puede, por otra parte, contribuir a la
dispersidon de las formas infectivas de muchas especies de nematodos fitoparasitos. Esta
Tesis Doctoral pretende atender parcialmente estas inquietudes y se plantea con los
siguientes objetivos: 1) determinar la incidencia y distribucion de nematodos fitoparasitos en
plantones de olivo de viveros de Andalucia; 2) determinar la patogenicidad de nematodos
noduladores (Meloidogyne spp.) y lesionadores de raiz (Pratylenchus spp.) sobre los dos
cultivares de mayor difusion en el olivar andaluz (*Picual’ y ‘Arbequina’); y 3) evaluar la
eficacia de estrategias de control sostenibles para la desinfestacion de sustratos de uso
viveristico (incluyendo solarizacion, biofumigacion y adicion de enmiendas organicas) y la

proteccion de los plantones mediante micorrizas arbusculares.

La incidencia y distribucion de nematodos fitoparasitos en plantones de olivo de
viveros de Andalucia se evalud en diversas prospecciones en Cérdoba, Sevilla y Jaén, las tres
provincias mas importantes en el sector viveristico del olivo. Se seleccionaron un total de 18
viveros en funcién de su importancia comercial, tipo de suelo utilizado en la fase de crianza y
distribucion geografica. En cada uno de ellos se muestrearon de plantones representativos
de la totalidad de cultivares y clases de edad presentes y los nematodos fitoparasitos
presentes en sus raices y rizosfera fueron extraidos e identificados a nivel especifico. De las
37 especies de nematodos fitoparasitos identificadas en los viveros estudiados destacaron
por su incidencia en suelo rizosférico, los ectoparasitos migratorios Merlinius brevidens,
Criconemella xenoplax, Tylenchorrhynchus clarus y Helycotylenchus pseudorobustus;, en
tanto que los endoparasitos Pratylenchus penetrans, Pratylenchus vuinus y Meloidogyne

javanica destacaron por su incidencia en la raiz. Asimismo, entre las especies presentes



resaltaron por su importancia fitopatoldgica y econdmica los nematodos noduladores de raiz
Meloidogyne arenaria, Meloidogyne incognitay M. javanica, y los nematodos lesionadores de
raiz Pratylenchus penetransy P. vuinus. Los resultados obtenidos indican que los plantones
de olivo constituyen un medio idéneo para la propagacién de nematodos fitoparasitos a

nuevas areas.

La aparicién de una enfermedad requiere, en primera instancia, el establecimiento
de una relacidon huésped-parasito compatible que permita al nematodo desarrollarse y
reproducirse de forma considerable sobre el huésped. Con posterioridad al establecimiento
de esta relacion huésped-parasito compatible la ocurrencia de alteraciones en las funciones
normales de la planta pueden dar lugar a perjuicio fisioldgico en la planta. A fin de conocer
hasta qué punto estos fendmenos podian tener lugar con las especies de mayor importancia
halladas en la prospeccion, se evalud la capacidad reproductiva y el efecto patogénico de las
mismas fueron evaluados sobre plantones de ‘Arbequina’ y ‘Picual’ en condiciones
controladas. La capacidad reproductiva se determind mediante el indice de reproduccion
(Pf/Pi = poblacién final/poblacidn inicial), mientras que el efecto patogénico se evalud
utilizando diversos parametros de crecimiento relativo de diferentes érganos del planton.
Los nematodos lesionadores de raiz Pratylenchus thornei, Pratylenchus fallax y
Zygotylenchus guevarai no establecieron una relacion compatible en plantones de olivo de
los cvs. Picual y Arbequina, lo cual indica que el olivo es un huésped inapropiado para los
mismos. Los ectoparasitos migratorios C. xenoplax, H. pseudorobustus y H. vulgaris, en
cambio, presentaron tasas de reproduccién situadas en un rango entre 1,05 y 2,18 lo cual
demuestra que estas especies se multiplican sobre el olivo. La infeccién por los nematodos
noduladores M. arenaria, M. incognitay M. javanica, y los nematodos lesionadores de raiz A.
penetransy P. vulnus provocd una reduccion del crecimiento manifestada fundamentalmente
en el diametro caulinar, tanto sobre ‘Picual’ como sobre ‘Arbequina’. Las cinco especies de
nematodos evaluadas fueron patogénicas sobre los dos cultivares de olivo evaluados. Por
tanto, la infeccion de material de plantacién por estos nematodos, puede constituir un riesgo

para el establecimiento de nuevas plantaciones de olivo.

Evitar el contacto directo entre planta y patdgeno constituye la forma mas
apropiada de lucha contra las infecciones provocadas por nematodos. Por este motivo la
utilizacion de plantones libres de indculo, asi como la eleccién de suelos no infestados o con
baja densidad de indculo, son las estrategias mas recomendables para el establecimiento de
olivares sanos. Tres practicas sostenibles de desinfestacion de sustratos de uso viveristico
alternativas al empleo de nematicidas sintéticos fueron evaluadas en nuestro trabajo como

métodos de control para ser aplicados en viveros de olivo y promover la produccion de



plantones libres de indculo. Estos métodos fueron: a) solarizacion, b) biofumigacion, y c)
adicion de enmienda organica. Asimismo, se estudio el efecto protector de la micorrizacion

contra infecciones por nematodos fitopatdgenos.

Los tres métodos de desinfestacion de sustratos mostraron ser eficientes, si bien en
forma variable. La solarizacion efectuada durante 3 semanas sobre sustrato viveristico
dispuesto en monticulos de 80 cm de altura determind una reduccion de la viabilidad del
indculo de M. incognita superior al 95 %, independientemente de la localizacion y la fuente
de indculo utilizada (huevos libres 0 masas de huevos). Asimismo, la adicidén al sustrato
viveristico de compost de corcho redujo significativamente las poblaciones de M. incognita.
Dicha reducciéon fue inversamente proporcional a la concentracién de la enmienda en el
sustrato, y alcanzd porcentajes superiores al 95 % en proporciones elevadas de enmienda
(75 %). Sin embargo, los parametros de crecimiento de los plantones mantenidos en los
sustratos enmendados con compost de corcho no se vieron incrementados significativamente
a altas dosis de la enmienda, lo que sugiere que existen mecanismos de fitotoxicidad que

anulan parcialmente los efectos positivos de la desinfestacion.

La biofumigacion de sustratos viveristicos mediante la adicion de paja de sorgo
triturada (2 %, 4 %, p/p) determind una reduccion significativa de la viabilidad del in6culo
de M. incognita respecto de los controles sin biofumigar, independientemente del porcentaje
de sorgo empleado y de la utilizacion de cobertura plastica del suelo tratado. Sin embargo,
la reduccién de viabilidad del indculo alcanzada fue inferior a la que se obtuvo mediante la
solarizacion del sustrato viveristico o la adicion de compost de corcho y requirié periodos
mas prolongados de exposicion al tratamiento, por lo que esta practica resulta por si sola un
método insuficiente de desinfestacion de sustratos de uso viveristico.

La micorrizacion de plantones de olivo cvs. Picual y Arbequina presentd efecto
protector frente a la patogenésis causada por M. incognitay P. vuinus. Este efecto protector
se manifestd en un crecimiento relativo significativamente superior en los plantones
micorrizados pero inoculados con nematodos, respecto de los respectivos controles no
micorrizados e inoculados con nematodos. Dicho efecto protector es dependiente de la
composicion del indculo micorricico, el cultivar de la planta huésped y la especie del
nematodo fitoparasito. Entre las micorrizas estudiadas, aquella compuesta por un indculo
mixto de Glomus intraradices y Glomus fasciculatum mostrd ser mas la efectiva, ya que
protegié a ‘Picual’ del efecto patogénico de M. incognita 'y P. vulnus y a ‘Arbequina’ del
efecto patogénico de M. incognita. La reduccion de la patogenicidad no estuvo relacionada
con una reduccion en la infeccién por el nematodo, lo que sugiere que el efecto protector se

debe a algin mecanismo de incremento de la tolerancia al nematodo. La micorrizacién



aparece como una practica apropiada para complementar las medidas de desinfestacion que

se recomiendan en viveros para los sustratos.



SUMMARY

Plant parasitic nematodes occur widespread in natural and cultivated soils all over
the world. Any crop can be severely damaged by plant parasitic nematodes when
appropriated inoculum densities in soil or root are present. Infection of olive trees by plant
parasitic nematodes, mainly root-knot species ((Meloidogyne spp.) and root-lesion species
(Pratylenchus spp.), have been associated with reduction in plant growth and vigour in
many countries from the Mediterranean Basin, but diseases caused by plant parasitic
nematodes have normally been regarded as sporadic and of minor importance.
Nevertheless, some practices and conditions derived from modern olive crop production may
facilitate that nematode parasitism become a relevant aspect for olive crops. Propagation by
rooted soft-wood leafy cuttings, a widely adopted method for newly planted olive orchards,
may also contribute to spread many plant-parasitic nematode species. This Doctoral
Dissertation is addressed to attend some concerns of above according to the following
objectives: 1) to determine the incidence and distribution of plant parasitic nematodes in
nurseries producing olive stocks in Andalusia; 2) to determine pathogenicity of root-knot
(Meloidogyne spp.) and root-lesion (Pratylenchus spp.) nematodes on ‘Picual’ and
‘Arbequina’, the most frequent olive cultivars used in Andalusia; and 3) to assess efficacy of
sustainable nematode management strategies for desinfestation of substrates used in
nursery production (including solarization, biofumigation and organic amendment) and

protection of planting stocks (mycorrhization).

The incidence and distribution of plant parasitic nematodes in olive planting stocks
was assessed by means of disease surveys carried out in 18 nurseries at Cordoba, Jaén and
Sevilla provinces, which are the most important ones for olive production. The surveyed
nurseries were selected according to its commercial importance, substrate used for
production of olive plant stocks and geographical distribution. A sample representative of
the whole diversity of plant and cultivars present in each nursery was taken. Plant parasitic
nematodes were extracted from root and rizosphere soil and identified up to specific level.
Thirty seven plant parasitic nematode species were found. The migratory ectoparasitic
nematode species Merlinius brevidens, Criconemella xenoplax, Tylenchorrhynchus clarus y
Helycotylenchus pseudorobustus were remarkable because of high incidence in soil samples,
while endoparasitic plant nematode species Pratylenchus penetrans. Pratylenchus vulnus y
Meloidogyne javanica were remarkable because of high incidence in root samples and
economic importance. Results from this study indicated that nursery olive stocks may play a

role in the dispersal for plant parasitic nematodes to newly established olive orchards.
A compatible host-parasite relationship that facilitates the complete development
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and reproduction of the nematode is a first requirement for disease development in plants.
Thereafter impairment of the normal physiological functions taking place after the
establishment of the compatible host-parasite relationship determines plant damage. In our
study, experiments were carried out to assess reproductive ability and pathogenicity of the
main important nematode species found in the survey. Reproductive fithess was assessed
by a reproduction index (Pf/Pi= final population/ inicial population) and pathogenicity was
determined by recording several growth parameters associated with nematode parasitism in
different plant organs. Root-lesion nematodes species Pratylenchus thornei, Pratylenchus
fallax y Zygotylenchus guevarai did not establish a compatible host-parasite relationship on
‘Picual’ and ‘Arbequina’ planting stocks suggesting that olive is not an appropriate host for
these nematodes. On the other hand, C. xenoplax, H. pseudorobustus and H. vulgaris,
reached a reproduction index of 1,05 to 2,18, thus demonstrating that populations of these
species increase on olive. Infection by root-knot nematodes species M. arenaria, M.
incognita and M. javanica and root-lesion nematode species P. penetrans y P. vulnus
determined a plant growth reduction mainly on shoot diameter of both ‘Picual’ and
‘Arbequina’ olives. All these five species were pathogenic to the two olive cultivars.
Therefore, use of infected olive planting stocks may determine a serious risk for plant

impairment in new orchards.

Preventing nematodes from getting in close contact with the plant is the most
suitable method for controlling plant infections by these parasites. This leads to recommend
use of nematode free planting stocks along with the selection of non-infested sites for the
establishment of new olive orchards. In this work, we assessed efficacy of three methods
for the sustainable management of nematodes by means of desinfestation of substrates used
in olive nurseries: a) solarization, b) fumigation and c) organic amendment. Similarly, the
establishment of arbuscular mycorrhizal fungi in plant roots was studied as a method for

protecting planting stocks from infections by plant parasitic nematodes.

The three methods for substrate desinfestation were effective. Solarization of
substrates in 80 cm high piles for 3 weeks resulted in 95 % reduction in the viability of root-
knot nematode M. incognita, regardless of location of nematode inoculum within the pile as
well of the type of inoculum, i.e., free eggs or egg masses. In a similar way, substrate
amendment with dry cork waste compost significantly reduced M. incognita populations.
The reduction in nematode population provided by the compost amendement was
significantly correlated with amendment concentration and it was greater than 95 % with
high doses (75 %). However, growth parameters in olive planting stocks grown on amended

substrates did not increase with high concentrations of compost. This suggests that
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phytotoxicity may interfere with the beneficial effects provided by substrate desinfestation.

Biofumigation of substrates used in nursery production by means of sorghum straw
(2 % and 4 % w/w) as amendment determined a significant reduction of inoculum viability
and infectivity of Meloidogyne incognita, irrespective of straw concentration and plastic
tarping. Nevertheless, reduction in viability and infectivity provided by this method was
lesser than the obtained with solarization or cork compost amendment, and required a
longer time of exposure to putative biofumigants produced in the process. This method is
therefore considered as not efficient enough for be used as a single component in a disease

management strategy.

Inoculation of olive planting stocks with arbuscular mycorrhizal fungi protects
‘Picual’ and ‘Arbequina’ olives from pathogenesis caused by M. incognita and P. vulnus. This
protection effect determined higher growth rates in infected mycorrhized plants compared
with non mycorrhized infected controls. Extent of protection depended on mycorrhizal
inoculum, olive cultivar and nematode species. Mycorrhization with an inoculum composed
of Glomus intraradices and Glomus fasciculatum, was the most effective of the mycorrhizae
treatments studied since it protected ‘Picual’ from pathogenesis by M. incognitay P. vulnus
and ‘Arbequina’ from pathogenesis by M. incognita. Reduction in pathogenesis was not
correlated with a decrease in infection by the nematode suggesting that protection may be
due to improvement in plant tolerance to the nematode. Mycorrhization appears to be an
effective method to supplement efficiency of substrate desinfestation for nematodes control
in a rational management strategy for nursery production of nematode-free olive planting
stocks.
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1.1. EL CULTIVO DEL OLIVO EN ESPANA Y EL MUNDO

El olivo, Olea europaea L. subsp. europaea, es un arbol perennifolio, longevo, de
medianas dimensiones, cuyo habitat preferente son areas de clima mediterraneo. La zona
de origen del olivo se ubica en la regidon que va desde el sur del Caucaso hasta las
altiplanicies de Iran, Palestina y el area costera de Siria, es decir en coincidencia completa y
parcial con los centros 5 y 4 de la clasificacion de Vavilov, respectivamente. El fruto del
olivo, la aceituna, adecuadamente elaborado resulta comestible como tal -la aceituna de
mesa- y del mismo se extrae un zumo -el aceite de oliva-, muy valorado por sus propiedades
nutritivas y culinarias. Tanto la aceituna de mesa como el aceite de oliva ocuparon un lugar
preponderante en la dieta de las grandes civilizaciones que habitaron el Viejo Mundo
occidental durante la edad antigua. Por esta razon, la domesticacion del olivo a partir de las
formas silvestres tuvo lugar en épocas muy remotas, y el area de dispersion se expandio
tempranamente desde el centro de origen hacia todas las dareas circundantes del
Mediterraneo, incluidas las zonas de Cercano Oriente, Asia Menor, Grecia, Egipto, noreste de
Africa y las peninsulas italica e ibérica. Esto ha determinado la existencia de mdiltiples
ecotipos, adaptados a la diversidad de ambientes y situaciones culturales con las que ha
coexistido como planta cultivada. La peninsula ibérica, y en particular el territorio que
coincide con la actual Andalucia, desarrollé una agricultura donde el olivo ocupd un lugar de
privilegio. La provincia Bética fue la proveedora casi exclusiva del aceite de oliva que se
consumia en el Imperio Romano (Angles, 1999). Asimismo, con el descubrimiento de
América el olivo se extendio por todo este continente, dando lugar también a la seleccidn de
las poblaciones mejor adaptadas al nuevo ambiente y a la aparicion de un ndmero
importante de formas culturales propias. Mas recientemente, el cultivo del olivo también se

ha extendido hacia otras regiones como Australia, China, Japdn y Sudafrica (Civantos, 1998).

En la actualidad se estima que existen en el mundo unos 820 millones de olivos que
ocupan en total unas 8.200.000 has (COI, 1995). Los paises de la Cuenca Mediterranea
presentan una clara hegemonia en el panorama mundial del olivar. En ellos se concentra
aproximadamente el 96 % de los olivos y el 97% de la superficie sembrada. Espafia ocupa
el primer lugar en el mundo entre los paises oleicolas, tanto por el nimero de arboles como
por la superficie cultivada. Un esquema de la participacion de los olivares espafol y andaluz,
dentro del concierto internacional, queda reflejado en la Fig. 1.1. En la clasificacion de

paises con mayor nimero de olivos destacan en orden decreciente Espana, Italia, Turquia,
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Tunez, Grecia, Portugal, Siria y Marruecos; y fuera de la Cuenca Mediterranea China,
Argentina y Estados Unidos.

Espana Andalucia
26%
61%
Resto del
mundo
74%
Resto de
Espaina
39%

Fig. 1.1. Superficie cultivada de olivo en Espafia y Andalucia, respecto del total mundial.

Segun datos del Consejo Oleicola Internacional, la produccion mundial de aceite de
oliva para la campana 1999/2000 fue de aproximadamente 20.100.000 t. La Unién Europea
(UE) domina ampliamente la lista de paises productores de aceite de oliva con 15.600.000
Tm., siendo Espafa, Italia, Grecia, Portugal y Francia los mayores productores en orden
decreciente. Asimismo, la UE es el primer consumidor, exportador e importador mundial con
un 75, 46 y 40 % del total, respectivamente. Fuera de la UE destacan otros paises de la
Cuenca Mediterranea (Marruecos, Siria, Turquia y Tunez). Argentina y Estados Unidos son

los mayores productores de aceite de oliva fuera del area mediterranea (COI, 1995).

El 10 % de la produccion del olivo se consume de forma directa, como aceituna de
mesa. La produccion mundial de este producto es de alrededor de 1 milléon de toneladas
(COI, 1995). Tal como ocurre con el aceite de oliva, la UE destaca como productor en este
segmento con casi el 50 % de la produccion mundial. De Espafia procede un 25 % de la
produccion mundial. Como paises productores siguen a Espafia, ordenados segun el
volumen de produccion, Estados Unidos, Turquia, Italia, Marruecos, Grecia, Siria, Egipto,

Argentina y Portugal.

Las estadisticas del comercio mundial de aceite de oliva y aceituna de mesa
muestran claramente el liderazgo que ejerce Espafia en el sector del olivar. Este, por su
parte. ocupa ademas un lugar privilegiado dentro del balance final de la agricultura espaiiola.
En la produccion final agraria del afio 2000, el aceite de oliva ocupd el tercer lugar en
importancia detras del grupo formado por hortalizas, frutas y flores, situado en primer lugar,

y de los cereales, que ocuparon el segundo (Ministerio de Agricultura, 2000).
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De acuerdo con las caracteristicas productivas, el area olivarera espafiola puede
considerarse dividida en 10 regiones (Ministerio de Agricultura, 1972; Fig. 1.2), de las cuales
cuatro se encuentran en Andalucia. La primera region, o zona del ‘Picual’ en la que
predomina la variedad del mismo nombre, abarca toda la provincia de Jaén y las comarcas
de Bujalance (Cérdoba) e Iznalloz (Granada), ocupa 600.000 has, y es la mas importante en
superficie cultivada. La produccién de esta regidén se destina casi exclusivamente a la
produccion de un aceite de oliva que destaca por su gran estabilidad. La segunda region, o
zona de la ‘Hojiblanca’, comprende casi toda la provincia de Cérdoba con excepcion de las
comarcas de Bujalance y La Carlota, la comarca de Estepa (Sevilla), la de Loja (Granada) y la
de Antequera (Malaga). Esta region es la segunda en Espaia en superficie cultivada de olivo
y las variedades dominantes en la misma son Picual, Hojiblanca y Picudo. La produccion de
la misma también se destina casi exclusivamente a la produccion de aceite de oliva. La
tercera regién (Andalucia Occidental) abarca por completo las provincias de Cadiz y Huelva,
la totalidad de la provincia de Sevilla con excepcion de la comarca de Estepa, y la comarca
de La Carlota en Cérdoba. Esta es la primera region espafiola en produccién de aceituna de
mesa y predominan las variedades Manzanilla y Gordal Sevillana. Por ultimo, la cuarta
region (Andalucia Oriental) comprende toda la provincia de Almeria y la casi totalidad de las
provincias de Granada (excepto Iznalloz) y Malaga (excepto Antequera) Es la de menor

importancia en Andalucia y ocupa 100.000 has de olivar.

[ ] Zona 1 (Zona del Picual)

[ ] Zona 2 (Zona del Hojiblanco)
[ ]Zona 3 (Andalucia Occidental)
[ Zona 4 (Andalucia Oriental)

[ Zona 5 (este)
- Zona 6 (Centro)

|:| Zona 7 (Levante)
|:| Zona 8 (Valle del Ebro)

- Zona 9 (Tortosa-Castellén)

|:| Zona 10 (Zona de la Arbequina)

Fig. 1.2. Regiones olivareras espafiolas.

En conjunto las regiones olivareras andaluzas comprenden mas del 60 % de la
superficie total del olivar espafiol, el 80 % de la produccion nacional de aceite de oliva y el
75 % de la produccion de aceituna de mesa. Por tanto, Andalucia es claramente la
Comunidad Auténoma con mayor identidad olivarera dentro de Espafia y tanto la superficie

cultivada como la produccion se encuentran actualmente en plena expansién. Asimismo,
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Andalucia destaca dentro del panorama oleicola nacional e internacional, no sélo por su
participacion en la produccion, sino también por el grado de desarrollo de sectores que
atienden aspectos subsidiarios a la misma, como son la generacion de tecnologia y la

provision de insumos y servicios.

1.2, EL OLIVAR TRADICIONAL Y LA NUEVA
OLIVICULTURA

El olivar, junto con el vifiedo, constituyen los agroecosistemas mas arraigados en el
paisaje espafol, y representan los dos grandes sistemas de produccion frutal de secano en el
pais (Rallo, 1998a). El olivo ha sido durante siglos el proveedor por antonomasia de grasas
vegetales a la dieta de los pueblos de la Cuenca Mediterranea. En este contexto se dieron
circunstancias propicias para que el olivar espafol se desarrollara de forma sostenida a fin de
satisfacer en todas las épocas las demandas de su propio mercado y otros proximos. El
desarrollo tuvo lugar adecuandose a las circunstancias ecoldgicas y socioecondmicas del

|II

pais, de tal forma que a lo largo de su historia el llamado “olivar tradicional” adquirié varios
rasgos que definieron su identidad. La existencia de un mercado que durante siglos
aseguraba el consumo sostenido e incluso creciente de un producto al cual no se le exigian
transformaciones cualitativas, contribuyd a la persistencia de una olivicultura muy similar a la
practicada desde la antigliedad. Algunos de los caracteres estructurales mas notables que

sirven para describir al olivar tradicional espafiol (Rallo, 1998a) son:

a) Perennidad: el caracter longevo del olivo, en consonancia con la existencia de
una demanda sostenida del producto, determind que los olivares se programaran previendo
plantaciones permanentes y especializadas. Esto explica el caracter extensivo y la existencia
de marcos amplios que permitian la persistencia productiva de las plantaciones durante largo

tiempo.

b) Marginalidad: el aumento creciente de la demanda condujo progresivamente al
laboreo de suelos marginales. Esto ha llevado a la existencia de un olivar extensivo de baja
productividad y con frecuencia situado en zonas donde la agricultura es incompatible con la

preservacion del suelo.

c) Disponibilidad de mano de obra abundante y barata: el requerimiento
estacional de mano de obra numerosa, en particular durante la recoleccion, se vio

tradicionalmente satisfecho en las regiones olivareras espafolas por la presencia de una
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amplia dotacion laboral. De esta manera la adopcidon de sistemas mecanizados para la

cosecha y otras labores, no ha constituido una demanda importante durante mucho tiempo.

d) Tecnologia de base empirica: la planificacion de los olivares y la adopcién de
las diferentes practicas culturales, obedecid tradicionalmente a comprobaciones particulares
de los agricultores transmitidas por canales no formales e incorporadas a un acervo

colectivo.

Las rigidas estructuras que caracterizaron al olivar tradicional fueron suficientes
para garantizar su viabilidad durante la mayor parte de su existencia. A partir de los ainos
50, gran parte de los cambios que han tenido lugar en la sociedad espafiola se han vuelto
criticos para el mismo y han amenazado con poner en peligro su continuidad. En este
sentido, Rallo (1998a) menciona la competencia con otros aceites vegetales, el progresivo
encarecimiento de la mano de obra, el aumento de la renta de la poblacién y la
incorporacion a la UE. Esta situacidn llegd a su momento mas grave durante el segundo
lustro de la década de los 60 y el comienzo de la década de los 70, cuando el sector
olivarero espaiiol sufrid una profunda crisis que determind una importante caida de la

superficie cultivada y la produccién (Civantos, 1998).

En respuesta a esta situacion se establecieron acciones tendentes a configurar un
sistema de cultivo capaz de aumentar la productividad y reducir los costes de cultivo (Rallo,
1998b). El conjunto de estrategias que surgié a partir de esta iniciativa se denomind “Nueva
Olivicultura”. Muchas de las innovaciones promovidas desde el sector publico se encuentran
hoy disponibles para los olivicultores, si bien el grado de aceptacidon que ha tenido cada una
de ellas es muy diverso. Los cambios que pueden atribuirse a la “Nueva Olivicultura” y que
han tenido mayor efecto sobre el desarrollo del sector son los siguientes: a) la expansion
del area bajo regadio, b) el establecimiento de plantaciones con mayor densidad y arboles
de un pie adaptados a la recoleccidn mecanica, c) el desarrollo de una industria viveristica
adaptada a la obtencién de plantas de un tronco y entrada precoz en producciéon y d) la
adopcién de practicas de produccién, recoleccion y post-cosecha tendentes a mejorar la

calidad del aceite de oliva.

Como consecuencia de este cambio tecnoldgico y del establecimiento de una
coyuntura econdémica mas favorable, la crisis que atravesaba el olivar espafiol pudo
revertirse a partir de la segunda década de los afios 80. Desde 1988 hasta la actualidad, se
han incrementado anualmente sin interrupcién tanto la superficie cultivada como Ila

produccién de aceite de oliva y aceituna de mesa, aunque ambos productos estan sometidos
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a fuertes oscilaciones anuales. Sin embargo, dentro de la olivicultura y el sector oleicola
espanol persisten graves deficiencias estructurales. Las caracteristicas que han determinado
el perfil tradicional del olivar espafiol y que fueron mencionadas anteriormente siguen
vigentes hasta la fecha en la mayor parte del sector y estan condicionando en gran parte su
sostenibilidad. La viabilidad econdmica de la mayoria de las explotaciones parece depender
de forma indispensable de la persistencia del sistema de ayudas comunitarias a la
produccion. Por tanto, en la actualidad se mantienen vigentes los mismos condicionantes
que estimularon a los pioneros de la Nueva Olivicultura (aumento de la productividad y
descenso en los costes de produccion), y la busqueda sigue orientandose hacia la resolucion

de aquellos factores que limitan o condicionan la productividad del olivar.

Entre los factores que limitan la productividad del olivar espafol, destacan, en orden
decreciente, la disponibilidad de agua, la erosion del suelo y las heladas invernales (Rallo,
1998a). Asimismo, las enfermedades del olivo, sin llegar a ser limitantes, también son

factores que condicionan la productividad.

1.3. LAS ENFERMEDADES DEL OLIVO COMO FACTOR
LIMITANTE DE LA PRODUCCION

El olivar tradicional constituye un agroecosistema estable, caracterizado por escasa
alteracion antropica, marcada adaptacion del material vegetal a las condiciones de su
ambiente y una amplia diversidad genética intraespecifica a escala regional. Estas
condiciones han determinado que exista un equilibrio sutil entre el olivo y sus patégenos y
que las pérdidas considerables sélo se produzcan cuando se rompe ese equilibrio (Trapero y
Blanco, 1998).

La valoracion del impacto econdmico de las enfermedades del olivo es insuficiente e
imprecisa. De Andrés (1991) asignd una pérdida media global del 12 % en Espaia para el
periodo 1969-74. A estas pérdidas hay que sumarle el coste econdmico y medioambiental
de los tratamientos quimicos rutinarios empleados en el control de aquellas enfermedades
que se manifiestan endémicamente. Trapero y Blanco (1998) sefalan que muchas de las
condiciones propias de la Nueva Olivicultura intensiva, como son una mayor uniformidad
varietal y un sistema mas forzado de cultivo, pueden acarrear como consecuencia indeseable
la alteracion del equilibrio establecido entre el olivo y sus patdgenos y conducir a un

aumento en la magnitud de tales pérdidas.

El Repilo o “Vivillo”, causado por Spilocaea oleagina (Castagne) Hughes, ha sido
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considerado tradicionalmente como la enfermedad mas importante del olivar espaiiol y es la
micosis del olivo mas extendida en el mundo (Wilson y Ogawa, 1978). La enfermedad
puede originar una severa defoliacion del arbol que, en algunos casos, alcanza al 60-70 %
del follaje (Ramos Clavero, 1969). La disminucion de la actividad fotosintética da lugar al
debilitamiento del arbol y merma de su productividad. A esto pueden sumarse las pérdidas
directas ocasionadas por la caida de frutos, cuando se producen infecciones del pedinculo.
En California, durante afios de epidemia, se verificaron pérdidas del 20 % de la produccién y
en Espafia se estimaron reducciones en el rendimiento ligeramente superiores al 6 %
durante el periodo 1969-74 (De Andrés, 1991). A pesar de la presencia endémica del
patdgeno, en la actualidad el Repilo no se considera una limitacion severa para el olivo en
ninguna regidn olivarera espafiola, posiblemente debido a la eficiencia de las aplicaciones
foliares de fungicidas protectores para su control. En cualquier caso, la incidencia que el
control de esta enfermedad tiene sobre los costes de produccion hace que siga siendo
considerada como la mas importante del olivo. Las investigaciones que se desarrollan en la
actualidad tienden a mejorar el conocimiento de la epidemiologia y establecer estrategias de

control mas baratas y menos agresivas para el ambiente (Trapero y Blanco, 1998).

La Verticilosis del olivo, causada por Verticillium dahliae Kleb., fue diagnosticada por
primera vez en Italia (Ruggieri, 1946) y desde entonces ha sido descrita en multiples paises
del drea mediterranea y América (Al-Ahmad y Moslin, 1993; Thanassoulopoulos et al., 1979;
Serrhini y Zeroual, 1995). La primera cita de verticilosis del olivo en Espana fue realizada
por Caballero et al. (1980). Posteriormente, prospecciones realizadas en Andalucia en 122
olivares menores de 15 afos indicaron que la enfermedad ocurre en las principales
provincias olivareras y afecta al 38,5 % de los olivares inspeccionados, con incidencias
medias variables entre el 10 y el 90 % de arboles afectados (Blanco-Lépez et al., 1984).
Observaciones recientes sugieren una expansion creciente de la enfermedad entre olivares
de nueva plantacion y se ha comprobado que a ella responde el 27 % de los casos de
muerte de olivos de entre 4 y 10 afnos englobados bajo la denominacién general de “Seca de
olivos jovenes” (Sanchez Hernandez et al, 1996). El control de la Verticilosis resulta
particularmente dificil debido a tres razones fundamentales: a) la supervivencia prolongada
del hongo en el suelo mediante microesclerocios, b) la inaccesibilidad al mismo una vez que
coloniza el xilema, y ¢) la amplia gama de cultivos susceptibles. Si bien el Repilo presenta en
Espafia una importancia econdmica mayor aun que la Verticilosis, la dificultad de su control
ha hecho que esta enfermedad represente una mayor preocupacion entre olivicultores y

fitopatdlogos.

La Tuberculosis, causada por la bacteria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
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(Smith) Young et a/. y también conocida como verrugas, tumores o agallas del olivo es una
enfermedad muy difundida en todas las areas olivareras. A pesar de la extensa distribucion
de la Tuberculosis, no existen estimaciones precisas de las pérdidas que ocasiona. De
Andrés (1991) estima que esta enfermedad reduce la produccion en Espafa alrededor del
1,3 %. El perjuicio econdmico no ocurre exclusivamente debido a la disminucién de los
rendimientos, sino también a alteraciones organolépticas en el fruto que disminuyen la
calidad del aceite (Tjamos et al, 1993). Sin embargo, en condiciones normales la
Tuberculosis no constituye un factor limitante en el olivar espafiol, debido fundamentalmente

a las medidas preventivas que repercuten en un control satisfactorio de la enfermedad.

La enfermedad conocida con el nombre de Aceitunas jabonosas, causada por
Colletotrichum gloesporioides (Penzig) Saccardo, estd presente en numerosos paises
olivareros de la Cuenca Mediterranea, Asia y América, y también se le conoce como
Antracnosis, Lepra, Vivillo o Momificado. Esta enfermedad afecta fundamentalmente las
aceitunas y tiene efecto sobre el rendimiento pero afecta sobre todo a la calidad del aceite,
que disminuye notablemente. En ciertas regiones, como el sur de Portugal y algunas areas
de Italia, donde las condiciones ambientales resultan particularmente propicias para su
desarrollo, esta enfermedad ha sido considerada como la mas importante del olivo. En las
regiones olivareras mas himedas de Espafia es donde la enfermedad encuentra su maxima
expresion y las pérdidas pueden llegar hasta el 40 % de la cosecha potencial (Trapero y
Blanco, 1998). En Espafa los tratamientos preventivos con fungicidas protectores antes de

las lluvias otofiales proporcionan un buen control de la misma.

Ademas de las enfermedades mencionadas anteriormente, existe en Espafia un
complejo de otras enfermedades parasitarias menores que atacan igualmente al olivo. En
este sentido podemos mencionar el Escudete de la aceituna (Camarosporium dalmaticum
(Thum) Zachos & Tzavella-Klonan, el Emplomado (Mycocentrospora cladiosporiodes (Sacc)
P. Costa ex Deighton), Podredumbres radicales (Armillaria spp., Phytophtora spp.),
podredumbres en post-cosecha (Fusarium spp., Alternaria spp.,, Cladosporium spp., etc.) y
parasitismo por fanerégamas ( Viscum spp., Cuscuta spp., etc.). La incidencia de todas estas
enfermedades es baja o sin importancia practica general. Sdélo ocasionalmente pueden

presentarse ataques severos (Trapero y Blanco, 1998).

1.4. NEMATODOS FITOPARASITOS ASOCIADOS AL OLIVO

Los nematodos fitoparasitos estan ampliamente distribuidos en suelos naturales y
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cultivados de todas las regiones del mundo, y cualquier planta cultivada puede sufrir un
perjuicio importante cuando se presentan elevadas densidades de poblaciéon en suelo y/o
raices (Webster, 1987). Se han citado una gran cantidad de especies de nematodos
fitoparasitos asociados a arboles frutales, aunque las de mayor significacion fitopatoldgica
son los nematodos noduladores y lesionadores de raiz (Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.,
respectivamente). Algunas especies de estos géneros juegan un papel fundamental en los
problemas de replantacién de frutales como cerezo, manzano, melocotonero, peral, etc. (Mai
y Abawi, 1978, Mai et al., 1994).

Dadas la amplia gama de huéspedes y la escasa especializacion que caracterizan a
los principales nematodos asociados a plantas lefiosas de climas templados, es razonable
anticipar que el olivo no escape al parasitismo causado por estos agentes. Lamberti y Vovlas
(1993) en una revisién de las citas de nematodos fitoparasitos asociados a raices y/o
rizosfera del olivo recogen hasta 70 especies diferentes. Los datos disponibles en Espafa en
relacion con las infecciones de olivo por nematodos corresponden a prospecciones
ocasionales. La Unica prospeccion sistematica fue llevada a cabo sobre olivares adultos en la
provincia de Jaén (Pefa Santiago, 1990), y en la misma destacan por su importancia
econodmica las infestaciones por Pratylenchus spp.. En varios paises de la Cuenca
Mediterranea, las infecciones de plantones de olivo por nematodos fitoparasitos han sido
asociadas a reducciones del crecimiento y vigor de la planta (Lamberti y Baines, 1969a,
1969b; Hashim, 1982; Abrantes y Santos, 1991; Sassanelli et a/, 1997). Por ultimo, cabe
mencionar que en ciertos paises olivareros emergentes, como Argentina, Chile y Perd, donde
el cultivo del olivo frecuentemente se asocia a la presencia de suelos de textura gruesa en
superficie, poblaciones de nematodos no caracterizadas con precision originan perjuicios
graves en la implantacién, obligando a la reposicion de marras o determinando serios

retrasos en la entrada en plena produccién (Condori Tintaya, 1987, Costilla, com. pers.).

1.5. LOS NEMATODOS COMO FACTOR LIMITANTE EN LA
OLIVICULTURA ESPANOLA: PANORAMA PRESENTE

El complejo de enfermedades que causa el parasitismo de nematodos fitoparasitos
en el olivo no suele ser considerado como un problema sanitario de relevancia. Para ilustrar
esta circunstancia basta decir que la gran mayoria de los tratados generales sobre el cultivo
del olivo ni siquiera mencionan a los nematodos fitoparasitos en los capitulos relacionados

con la sanidad del cultivo. Cabe mencionar del mismo modo la falta de consideracion de
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este tema en la mayoria de los foros de formacién académica y de divulgacion cientifica
sobre la sanidad del olivar. También estan ausentes estos agentes fitoparasitos en los planes
sanitarios elaborados para el Olivar por la Administracion y con frecuencia ocupan un sitio
muy postergado entre las prioridades establecidas a la hora de fomentar lineas de

investigacién y desarrollo cientifico.

Del mismo modo, el estudio del parasitismo de los nematodos sobre el olivo,
constituye un aspecto muy poco considerado entre los nematdlogos. Muchos tratados
generales de Nematologia Agricola que abordan sistematicamente la descripcion del impacto
de nematodos fitoparasitos sobre los cultivos de mayor importancia, apenas mencionan o
simplemente excluyen el apartado dedicado al olivo de los capitulos relativos a la fruticultura.
La produccion de articulos cientificos vinculados al parasitismo de nematodos sobre el olivo
es, a la vez, sumamente escasa. Para ilustrar esta situacion basta comparar el niUmero de
articulos cientificos vinculados a diferentes especies de frutales que han aparecido entre los
afos 1995 y 1999 (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Publicaciones cientificas sobre parasitismo de nematodos en diferentes arboles
frutales de clima templado o subtropical encontradas entre los afios 1995 y 1999

Numero de citas por género®

Afo Citrus spp. Malus spp. Olea spp. Prunus spp. Pyrus spp. Vitis spp.
1999 14 4 2 25 - 12
1998 11 2 3 13 - 9
1997 22 4 2 9 1 11
1996 9 8 1 31 3 11
1995 13 6 1 18 - 21
Total 69 24 9 96 4 64

@ Fuente Nematological Abstracts, CAB International, Wallingford, UK.

Muchas son las causas que contribuyen a explicar el poco interés que ha despertado
la problematica de los nematodos fitoparasitos en el olivo. A continuacion se enuncian
algunos de estos posibles motivos:

v" Durante mucho tiempo, y hasta un pasado reciente, el olivo tuvo un tratamiento
de cultivo semi-extensivo, escasamente tecnificado y con un bajo nivel de capitalizacion.
Esto contribuyd a que muchos problemas fitosanitarios de incidencia relativamente baja
pudieran pasar desapercibidos al verse enmascarados por mermas recurrentes que
obedecian a carencias estructurales.
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v' Una gran parte del olivar espanol ocupaba, y sigue ocupando hoy, suelos
relativamente marginales para el cultivo de especies anuales. En aquellos casos donde el
olivar tradicional implantado en la primera mitad del siglo XX ocupd suelos agricolas, el uso
anterior mas habitual de la tierra habia sido el monocultivo de trigo. De esta forma, ya fuera
porque el cultivo se establecia sobre terreno virgen o en suelo donde las especies
fitoparasitas potenciales no habian tenido oportunidad de reproducirse, la posibilidad de que
el olivo se implantara sobre terrenos con niveles poblacionales significativos de estos

patdgenos era minima.

v La forma tradicional de propagacion del olivo hasta fines de la década de los
anos “70 fue el empleo de estacas lefiosas plantadas directamente en el suelo, sin previo
enraizamiento en contenedores con sustrato. Como ninguna de las especies de nematodos
fitoparasitos se encuentra presente, en ningin momento del ciclo vital, en érganos aéreos
del olivo, la posibilidad de introducir el agente en las nuevas plantaciones a través del

material de propagacion era, en términos practicos, nula.

v' Los suelos predominantes en las regiones olivareras tradicionales presentan, en
general, texturas superficiales relativamente finas. Las caracteristicas particulares del clima
meditérraneo determinan, por otra parte, que en las condiciones de secano propias del
cultivo tradicional, las temperaturas altas o relativamente altas coincidan con bajos niveles
de humedad en el suelo. Esta conjuncion de condiciones ambientales resulta poco favorable

para la reproduccion de los nematodos fitoparasitos del olivo (Norton, 1989).

v' Los sintomas propios del parasitismo de los nematodos, en general, son
inespecificos y esto ha llevado a que se les conozca con la denominaciéon informal de
“enemigos ocultos”. El perjuicio que provocan a menudo se confunde con el cuadro propio
de otras enfermedades de origen fisiogénico o parasitario y su origen suele, por tanto, pasar

desapercibido a los ojos del observador poco experimentado.

Sin embargo, las recientes modificaciones tecnoldgicas introducidas en el sector del
olivar durante los ultimos 20 afos han originado importantes transformaciones, que
determinan situaciones nuevas que hacen que pueden no mantener vigentes muchas de las

condiciones que se acaban de enumerar:

v La baja productividad del olivar ha constituido una de las mayores amenazas a
la sostenibilidad del olivar tradicional (Rallo, 1998a). Esto ha determinado la necesidad de

adoptar tecnologias capaces de superar el efecto de los factores que impedian la expresion
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de los rendimientos Optimos potenciales. De esta forma, a medida que la tecnologia va
superando las limitaciones que inciden sobre la produccién, factores restrictivos que con
anterioridad habian sido soslayados pueden pasar a constituirse en fundamentales. Tal
puede ser el caso de ciertas patologias consideradas actualmente como ocasionales, entre

las que se encuadran las causadas por los nematodos fitoparasitos.

v' La evolucién favorable de los precios del aceite desde la incorporacion de
Espafia a la UE (Rallo, 1998b) ha determinado la expansién del area de olivar. Debido a este
fendmeno, el cultivo del olivo volvid a resultar una alternativa competitiva frente a los
cultivos herbaceos anuales, dentro de las areas tradicionales. Asi se llegd al estableciendo
de muchas plantaciones en suelos con dilatados antecedentes en el cultivo de especies que
potencialmente podrian haber incrementado las poblaciones de nematodos fitoparasitos.

v Entre las innovaciones tecnoldgicas adoptadas con la “Nueva Olivicultura”, figura
el empleo de plantones a un solo pie obtenidos por el enraizamiento de estaquillas
semilefiosas. De esta forma, el material de propagacion empleado casi con exclusividad en
las nuevas plantaciones contiene tanto los 6rganos subterraneos de la planta como el
sustrato que los acompafia, que pueden constituirse en vehiculo de formas infectivas de
muchas especies de nematodos fitoparasitos. Esta situacion se agrava al considerar que la
subita expansidon del area implantada determind que en muchas ocasiones no pudieran

adoptarse las medidas sanitarias apropiadas para la produccidon del material de propagacion.

v El incremento del area implantada con olivar determind la expansiéon de sus
fronteras. De esta manera se han incorporado regiones con caracteristicas edafoldgicas y
climaticas diferentes a las propias del olivar tradicional. En estas nuevas areas olivareras se
incluyen zonas con suelos de textura superficial gruesa y clima con amplitudes térmicas
moderadas, como por ejemplo las areas del litoral de la provincia de Huelva. Condiciones
ambientales como las descritas anteriormente pueden resultar muy favorables para la
reproduccion de algunas especies de nematodos fitoparasitos de marcada importancia

econdmica y parasitos potenciales del olivo (Norton, 1989).

v Otra de las innovaciones tecnoldgicas que incorporandas al olivar intensivo es la
dotacion complementaria de agua mediante sistemas presurizados, principalmente el riego
por goteo. El mantenimiento permanente de altos contenidos de humedad en el suelo
determina condiciones favorables para la reproduccién de algunas especies de nematodos
fitoparasitos de gran potencial patogénico (Perry y Wright, 1998). Por este motivo, es
previsible que en este tipo de explotaciones comiencen a ser cada vez mas frecuentes casos

graves de parasitismo por nematodos.
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v La poca consideracion que tradicionalmente se ha dispensado a la problematica
ha determinado que existan pocas opciones efectivas para el control de nematodos
fitoparasitos en el olivo, una vez que estos se han establecido en la plantacion. Para ilustrar
esta situacion, basta mencionar que ningln nematicida especifico figura entre los productos
fitosanitarios aprobados en Espafia para su uso en el olivar implantado. Tampoco existe
ningun cultivar, entre los difundidos y adaptados a las condiciones del olivar espanol, del que
se conozca con certeza su condicién de resistente a las principales especies de nematodos

fitoparasitos que lo atacan.

Por toda esta serie de razones, los nematodos fitoparasitos tienen el potencial de
constituir un problema sanitario relevante dentro del panorama oleicola espanol. Asimismo,
la expansion del sector viverista espafiol hacia mercados olivareros del Norte de Africa y
América Latina alerta, por otra parte, a prevenir la aparicion de restricciones al comercio
debidas a problemas fitosanitarios.  Ademas, recientemente se ha acrecentado la
preocupacion sobre una probable interaccion sinérgica entre diferentes nematodos
fitoparasitos y V. dahliae, que ha sido demostrada ya en otros cultivos, como fresa (McKinley
y Talboys, 1979) y patata (Wheeler y Riedel, 1994). Aunque esta circunstancia no ha podido
comprobarse hasta el momento en el olivo, el incremento y difusion de la Verticilosis del
olivo, ha reforzado el interés de muchos fitopatdlogos hacia los mecanismos de interaccion
entre V. dahliaey otros habitantes de la rizosfera de la planta (Lamberti et a/., 2001).

Las circunstancias expuestas anteriormente han suscitado el interés en algunos
ambitos cientificos de Espafia y, en particular de Andalucia, por investigar la problematica de
los nematodos fitoparasitos en el cultivo del olivo. Con ésto se pretende anticipar respuestas
a un problema que se aprecia como de fuerte repercusiéon en un futuro a medio plazo, ante
los cambios tecnoldgicos que esta imponiendo la Nueva Olivicultura. En este sentido, desde
el afio 1997 el laboratorio de Fitonematologia del Instituto de Agricultura Sostenible viene
desarrollando diversas lineas de investigacion dirigidas a determinar la incidencia de los
nematodos fitoparasitos entre los viveros de olivo de Andalucia, demostrar su patogenicidad
y desarrollar un método sostenible de produccion de plantones libres de nematodos
fitopatdgenos. Estas investigaciones se desarrollan bajo el auspicio y financiacion de
diversas entidades publicas como el Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA), la
Comision Interministerial de Ciencia y Técnica (CICYT) y el convenio bilateral hispano-
italiano entre el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y el Consiglio
Nazionale delle Ricerche (CNR).
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El trabajo de Tesis Doctoral que a continuacion se presenta relne gran parte de la

informacidon recogida en este contexto, y los objetivos que se han abordado son los

siguientes:

1.

Determinar la incidencia y distribucion de nematodos fitoparasitos y/o
fitopatdgenos asociados al sistema radical y rizosfera de plantones de

olivo en viveros de Andalucia.

Determinar la capacidad parasitica y/o patogénica de poblaciones de
nematodos noduladores (Meloidogyne spp.) y lesionadores de raiz

(Pratylenchus spp.) sobre plantones de olivo.

Evaluar la eficacia de distintas técnicas y tratamientos que posibiliten
la desinfestacion del suelo de uso viveristico mediante métodos fisicos

(solarizacion) y biolégicos (biofumigacion).

Determinar el efecto protector de la aplicacion de microorganismos
beneficiosos que estimulan el crecimiento vegetal frente a infecciones
por nematodos noduladores (Meloidogyne spp.) y lesionadores de raiz

(Pratylenchus spp.) sobre plantones de olivo.

Los objetivos particulares se detallan en cada uno de los capitulos respectivos. El

planteamiento de la tesis, el orden crondlogico de cada una de sus etapas sucesivas y la

correspondencia de las mismas con cada uno de los capitulos puede verse en el esquema

general que se detalla en la Fig. 1.3.
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ESCENARIO:
Viveros proveedores de plantones
de olivo en las provincias de
Cordoba, Jaén y Sevilla

Prospeccion de nematodos
fitoparasitos en raices y rizosfera de
plantones de olivo

Evaluacion del riesgo
nematoldgico de las
especies presentes

Caracterizacion cualitativa y
cuantitativa de la
nematofauna

Establecimiento de
una coleccion de
cultivos puros con
las poblaciones de
interés

Estimacion de
la capacidad
reproductiva

Reduccion del
crecimiento en
plantones de vivero
ante inoculaciones
en condiciones
controladas

Desinfestacion
de sustratos

Proteccion de
las raices a la
infeccion por
endoparasitos

Cap. II: Incidencia en viveros @ Integracién

— Cap. III: Patogenicidad de las
practicas

— Cap. IV: Control

Fig. 1.3. Representacion esquematica del planteamiento general de la Tesis
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Capitulo ll: Incidencia de
nematodos fitoparasitos en viveros
de olivo en Andalucia

L

2.1. INTRODUCCION

El disefio de normas reguladoras fitosanitarias con proyeccion regional o nacional
requiere como condicidn previa el conocimiento de las plagas y los patdgenos presentes en el
escenario que se desea proteger. Las labores de recoleccidn sistematica de esta informacién
constituyen la funcién denominada como “vigilancia”, que es competencia del sector publico
a través de los érganos nacionales de proteccién fitosanitaria. Estos pueden servirse para
tales fines de prospecciones especificas o de la recopilacién de informacion a partir de
diversas fuentes, incluidas las universidades y otras instituciones de investigacion, en el
proceso que se denomina “vigilancia general” (FAO, 1997). En arboles frutales se asume que
el material empleado en la propagacion presenta una gran capacidad de diseminacion de
patdgenos y por este motivo resulta fundamental conocer las especies de organismos
fitopatdgenos que acompaiian a los plantones a la salida del vivero. No existe constancia de
la realizacibn de una prospeccion sistematica destinada a caracterizar cualitativa y
cuantitativamente las poblaciones de nematodos fitoparasitos asociadas con plantones de
viveros de olivo. Los argumentos expuestos en la Introduccion General alientan a superar esa
deficiencia en el ambito de Andalucia, la region olivarera espafola por excelencia. Por ello,
con objeto de atender esa demanda y contribuir a los objetivos de la vigilancia general en el
ambito particular de los nematodos que parasitan el olivo, el presente capitulo se plantea el

siguiente objetivo:

1. Determinar la incidencia y distribucion de nematodos fitoparasitos
asociados al sistema radical y rizosfera de plantones de olivo en

viveros de Andalucia.

Teniendo en cuenta que el objetivo planteado pretende contribuir, a medio plazo, al
disefio de una norma fitosanitaria para la producciéon de plantones de olivo, es conveniente
abordar determinados aspectos relacionados con la obtencién del material de propagacion y

la posible certificacion del mismo.
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2.1.1. EL VIVERO DE OLIVO

2.1.1.1. Técnicas de multiplicacion vegetativa en olivo

La gran facilidad con que el olivo genera raices adventicias en propagulos de diverso
tamafo y edad, sumada a los problemas que provoca la segregacion propia de la
reproduccién sexual, ha hecho que la multiplicacién vegetativa haya sido adoptada
ampliamente en esta especie (Caballero y del Rio, 1998).

El enraizamiento de grandes propagulos ha sido el método de muiltiplicacion
vegetativa empleado tradicionalmente. En la practica fue el sistema casi exclusivo de
propagacién hasta la segunda mitad de la década de los afios 80, momento en que varios
viveros comerciales adoptaron la técnica del enraizamiento de estaquillas semilefiosas bajo
nebulizacién. El injerto, otro método tradicional de multiplicacién vegetativa, sdlo tiene
difusion en regiones con amplia tradicion viveristica, como la Toscana o el Levante espaiol
(Caballero y del Rio, 1998). En particular, algunas veces se aplica en otras regiones para
resolver problemas especificos, tal como el recambio varietal en olivares adultos donde se
pretende implantar variedades de dificil enraizamiento (i.e., ‘Gordal Sevillana").

Los grandes propagulos empleados en la multiplicacion pueden ser estacones
leflosos provenientes de la parte aérea (ramas) o estacas lefiosas de raiz, también llamadas
“zuecas” (Jacoboni et al, 1976). La propagacion por estacones lefosos presenta dos
modalidades. Hasta hace poco tiempo en Espafia la mas adoptada consistia en plantar
directamente sobre el terreno definitivo estacas de aproximadamente 60 cm de longitud,
obtenidas de las ramas cortadas durante la poda de renovacion de madera en olivares
adultos. Mas recientemente comenzaron a emplearse estacas mas cortas -aproximadamente
20 cm- que se dejaban enraizar antes de la plantacion definitiva, ya sea en el suelo del
vivero o en bolsas de plastico de tamafo apropiado conteniendo sustrato. El empleo de
estacones enraizados en bolsas de plastico sigue estando ampliamente difundido en muchas
regiones olivareras espafolas.

Los métodos de multiplicacion con estacas lefiosas presentan multiples
inconvenientes que han llevado a la bisqueda de sistemas alternativos (Caballero y Del Rio,
1994): 1) estos sistemas requieren un gran volumen de material que solo esta disponible en
la época de poda; 2) la formacién del sistema radical es lenta, independientemente de que
los estacones se planten directamente en el terreno definitivo o pasen por una etapa previa
de vivero; y 3) esta practica promueve la formacion de matas compuestas con muchos
troncos, lo que obliga a la realizacion de frecuentes podas de formacion, con el consecuente
desperdicio energético e incremento en los costes.
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Como consecuencia de todos estos inconvenientes y de la necesidad de satisfacer
una demanda creciente de material de propagacién de calidad, se desarroll6 la técnica de
enraizamiento de estaquillas semilefiosas bajo nebulizacién. Este sistema se basa en la
estimulacién de la rizogénesis en estaquillas menores de 1 afio mediante la aplicacion de
reguladores de crecimiento y calentamiento basal. Los fundamentos de esta técnica
comenzaron a ser investigados en Estados Unidos hacia los afios 50 (Hartmann, 1952), pero
hasta la segunda mitad de la década de los 70 no comenzé a aplicarse en viveros
comerciales de los principales paises olivareros de la Cuenca Mediterranea. En Espaia, la
puesta a punto y difusion de esta nueva tecnologia fue realizada en organismos publicos
ubicados en Cordoba, en particular la Universidad y el Departamento Nacional de Olivicultura
y Elaiotecnia.

El proceso de obtencidn de los plantones comprende tres etapas: a) enraizamiento;
b) endurecimiento de los plantones; y c) crianza (Caballero, 1980). Para efectuar el
enraizamento se seleccionan estaquillas de la zona media de ramas vigorosas del afio, de
aproximadamente 15 cm de longitud, preferentemente a partir de arboles en activo
crecimiento vegetativo cultivados con esa finalidad. En la base de las estaquillas se aplica
hormona auxinica de enraizamiento siguiendo las recomendaciones de concentracién y
tiempo de tratamiento apropiadas segun la formulacion comercial que se haya escogido. A
continuacion, las estaquillas se plantan en el medio a utilizar, normalmente perlita, contenido
en mesas o cajas de propagacion. El enraizamiento dura aproximadamente unos 2 meses
durante los cuales debe asegurarse el cumplimiento de dos condiciones ambientales
indispensables para su éxito: una temperatura de 20-25° C en el sustrato y un ambiente
fresco y muy humedo en la parte aérea.

El endurecimiento de los plantones consiste en una transicién gradual y controlada
desde las condiciones de baja demanda evapotranspiratoria que caracterizan a la primera
etapa a situaciones mas rigurosas propias de ambientes no protegidos. Para ello, se
aumenta el intervalo entre las nebulizaciones hasta que los nuevos brotes alcancen una
longitud de unos 4 cm y se transfiere los plantones a un sustrato con una capacidad de
retencion hidrica ligeramente inferior (generalmente turba).

La crianza se realiza en bolsas 0 macetas de polietileno con distintos tipos de
sustratos, contenedores en los que saldran a la venta los plantones. Habitualmente se
emplean bolsas de plastico de 3 L conteniendo sustrato de arena limosa, con o sin adicidn de
turba y fertilizantes de liberacién lenta. Las plantas se mantienen en vivero hasta que
alcanzan un tamafo adecuado para su transplante y pueden, por consiguiente, salir a la
venta.

Durante los Ultimos afos muchos viveros espaiioles han adoptado con éxito técnicas
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de micropropagacion /n vitro para la produccién de plantones de olivo. Este método,
aplicado rutinariamente en otros cultivos, consiste en regenerar plantas completas a partir de
yemas separadas de la planta madre o de embriones somaticos producidos de novo a partir
de diferentes tipos de explantes (Pliego, 1992). Diferentes técnicas de micropropagacion han
sido probadas experimentalmente en el olivo con éxito desigual (Rugini, 1995).
Recientemente, miembros del equipo técnico de un vivero espafiol han descrito un método
eficiente para la propagacion /n vitro del olivo a gran escala (Garcia Férriz et al., 2000). El
método se inicia con la produccién de las plantas madres, que se obtienen mediante el
injerto de yemas terminales de las variedades deseadas sobre plantones provenientes de
semilla. Un afo después se extraen segmentos de 5-10 cm de las ramas nuevas, que se
esterilizan superficialmente y de ellas se obtienen explantes uninodales que se colocan en un
medio de cultivo adecuado para la elongacion bajo condiciones ambientales controladas. Las
microestaquillas se mantienen en dicho medio hasta que alcanzan la elongacion deseada,
tras lo cual el extremo basal de los explantes se sumerge durante tiempo suficiente en una
solucion de hormonas de enraizamiento. Posteriormente las microestaquillas se transplantan
a contenedores con sustrato ligero (habitualmente mezclas de turba y compost de fibra de
coco en proporciones iguales) y se mantienen bajo 100 % de HR durante aproximadamente
1 mes. Habitualmente el sistema radical esta suficientemente desarrollado al cabo de este
tiempo como para que los plantones puedan ser transferidos a contenedores de mayor
volumen con sustrato mas grosero a fin de continuar una aclimatacién de caracteristicas
similares a la etapa de endurecimiento descrita en el método de enraizamiento de estaquillas

semilenosas.

Entre las ventajas que se atribuyen a esta practica figura la posibilidad de producir a
lo largo de todo el afio un gran nimero de plantas que se caracterizaran por sus excelentes
condiciones de calidad en lo que se refiere a desarrollo radical, uniformidad y condiciones
sanitarias. A la vez, se sefiala como un gran logro de la técnica la posibilidad de obtener
rapidamente un gran nimero de plantones de cultivares nuevos o recién puestas a propagar.
En efecto, la practica reduce significativamente el nimero de plantas madre necesarias para
realizar propagaciones masivas.

2.1.1.2. E/ sector viverista en Espana: su importancia dentro de Ila
olivicultura moderna

La investigacion desarrollada para cumplir con los objetivos de la Nueva Olivicultura
llevd a instituir un nuevo sistema que contempla cambios en el planteamiento productivo
desde desde la misma implantacion. Entre estos cambios destaca la adopcién de marcos de
plantacion mas densos y el empleo de plantones de un solo pie y mas precoces. Todos
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Fig 2.1. Propagacion del olivo. A) Propagacion por enraizamiento de estaquillas semilefiosas bajo
nebulizacion A,) Vista general de un vivero, A;) Estaquillas dispuestas para el enraizamiento bajo nebulizacion
A;) Cama de enraizamiento bajo nebulizacion A,;) Estaquilla enraizada  As) Estaquillas en endurecimiento
As) Rellenado de bolsas con el sustrato para la crianza A;) Plantones en crianza B) Micropropagacion de
estaquillas B;) Estaquillas micropropagadas en endurecimiento B,) Estaquilla micropropragada Bs;) Estaquillas
micropropagadas en crianza B,) Plantones micropropagados listos para la venta C) Mutiplicacion por grandes
propagulos C;) Estacén enraizado.
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estos cambios exigieron una reconversion del sector viverista que permitiera producir
abundantes plantas de calidad para satisfacer las demandas de las nuevas plantaciones. El
desarrollo de la técnica de enraizamiento de estaquillas semilefiosas bajo nebulizacion
permitié cumplir en gran parte con estas exigencias (Caballero y Del Rio, 1998). Ningun otro
sistema hubiese podido suministrar las plantas necesarias para el aumento de superficie que
ha tenido lugar durante los Ultimos afios. Por otra parte, el enraizamiento bajo nebulizacion
ha tecnificado una buena parte de la industria viveristica del olivo surgida como consecuencia
de una mayor rentabilidad del cultivo, en parte debida a las mejoras producidas por los
estudios desarrollados por diversas instituciones de investigacion, pero también a los
incrementos de las ayudas y precios percibidos por los olivareros.

Los viveros comerciales espafioles suministran casi por completo el material requerido
para las plantaciones y reposiciones que se llevan a cabo dentro del territorio nacional (Chomé
Fuster, 1998). La importacién alcanza valores despreciables y el empleo de plantones
producidos en la misma finca o en viveros de ocasion sblo es relevante en explotaciones
familiares con bajo nivel de tecnificacion o en aquéllas donde persisten cultivares locales poco
difundidos en el circuito comercial. Por otra parte, desde hace algunos afios, el sector
viveristico del olivo provee no sélo al mercado interno sino que atiende también las demandas
crecientes que provienen de paises olivareros emergentes.

Los viveros que proporcionan el material empleado por los fruticultores habitualmente
producen plantones de una gama muy amplia de especies lefosas que incluye frutales y
ornamentales. Segun los registros oficiales de las diferentes Comunidades Autdnomas existen
en la actualidad 261 viveros que producen y comercializan plantones de olivo. La distribucion
territorial de los mismos resume en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Viveros productores de plantas de olivo en 1998

Comunidad L Numero de Comunidad L Nuamero de
, Provincia . . Provincia .
Autonoma viveros Autonoma viveros
Almeria 2 Barcelona 3
Cadiz 1 - Gerona 2
Cérdoba 38 Cataluiia Lérida 1
Andalucia Granada 11 Tarragona 12
Jaén 20
Malaga 3 Badajoz 5
Sevilla 21 Extremadura Caceres 1
, Teruel 1 : Madrid 1
Aragon Zaragoza 1 Madrid
Murcia Murcia 5
. Las Palmas 1
Canarias Tenerife 3 . Alicante 13
Valencia Castellon 15
Castilla-La /—\Ibacete 9 Valencia 76
Ciudad Real 11
Mancha idad R g TOTAL 261
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Podemos observar que Valencia es la provincia con mayor concentracion de viveros
proveedores de plantones de olivo. Esta situacion, que contrasta con la distribucion
geografica de la produccidn olivarera, se explica por el desarrollo de un importante sector
viveristico asociado a la citricultura. Si bien el olivo constituye un producto secundario en
estos viveros, la capacidad tecnoldgica y la versatilidad de los mismos los ha convertido en
importantes proveedores de las plantaciones intensivas desarrolladas en Espafia y en el
exterior. Detras de Valencia se ubica Coérdoba como provincia productora. En esta Ultima
provincia se ha desarrollado un sector viveristico de buen nivel tecnoldégico que, si bien
ofrece una amplia variedad de especies lefiosas, se especializa fundamentalmente en la
produccion de plantones de olivo. La proximidad a los organismos publicos de investigacion
desde los cuales se difundié la técnica de enraizamiento de estaquillas semilefosas bajo
nebulizacion, determind que Coérdoba se mantuviera a la vanguardia de Andalucia.
Asimismo, las provincias de Jaén y Sevilla mantienen hasta el presente un sector viveristico
importante y de vieja tradicion, muy especializado en la produccién de culltivares de difusion

regional.

La expansion sin precedentes que presento el sector viveristico del olivo en Espafia
a partir de la década de los 80, tuvo lugar al amparo de la fuerte recuperaciéon del area de
plantaciéon y, a menudo, ese fuerte crecimiento se dio de forma descontrolada. La
experiencia recogida desde aquel momento, y el andlisis de la situacidn actual, llama nuestra
atencion sobre dos aspectos en los cuales la tecnologia viveristica del olivo ain no ha
brindado al sector respuestas totalmente satisfactorias: a) la necesidad de garantizar la
pureza varietal, y b) la exigencia de producir plantas que satisfagan un estandar de

calidad sanitaria.

2.1.2. ASPECTOS FITOSANITARIOS VINCULADOS A LA PROPAGA-
CION DE FRUTALES

2.1.2.1. La exclusion de nematodos y otros patogenos: su importancia en

viveros de frutales

Se conoce con el nombre de “exclusién” al conjunto de medidas de control de
enfermedades que tienen como objetivo evitar que un patdgeno inexistente en un area de
cultivos acceda a la misma. Esta practica constituye la primer medida de control a considerar
en el manejo de los nematodos, ya que es mas facil prevenir la infestacion con ellos de los

suelos agricolas que erradicarlos 0 manejarlos posteriormente (Thomason y Caswell, 1987).
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La naturaleza de las medidas de exclusion puede ser diversa segun el objetivo que
se haya preestablecido. Los sistemas de cuarentena impuestos a materiales vegetales
provenientes de areas infectadas representan la expresion practica de la exclusion en el
ambito nacional o regional y constituyen, por tanto, una funcién basica de regulacion
fitosanitaria adoptada por la mayoria de los paises (Maas, 1987). Diversas practicas de
saneamiento recomendadas a nivel de finca procuran evitar que las formas infectivas de
muchos nematodos se trasladen por medio de la maquinaria, el agua de riego, u otros
mecanismos pasivos desde zonas infestadas a zonas libres de aquellos (Dropkin, 1989).
Tienen una importancia particular aquellos métodos de exclusion dirigidos a evitar la
dispersién de nematodos a través de semilla o de material de propagacién agamica. El
empleo de semilla libre de nematodos ha mostrado ser un medio efectivo de control para
Anguina tritici (Steinbuch) Filipjev en trigo (Swarup y Sosa Moss, 1990), Aphelenchoides
besseyi (Christie) Christie en arroz (Bridge et al., 1990) y Ditylenchus dipsaci (Kihn) Filpjev
en alfalfa y trébol (Marre et al, 1983). Del mismo modo, el empleo de material de
propagacion libre de nematodos es una herramienta eficaz de control en cultivos propagados
por bulbos, rizomas o tubérculos. Esto se ha verificado con diversas especies de nematodos
fitopatdgenos como D. dipsaci (Sturhan y Brzeski, 1991), Radopholus similis (Cobb) Thorne
(Blake, 1972) y Globodera spp..

Los conceptos referidos acerca de la importancia de la exclusion para el control de
nematodos fitoparasitos resultan particularmente aplicables al caso de los frutales y otros
cultivos de caracter plurianual. En estos casos, los nematodos fitoparasitos pueden producir
muchas generaciones a lo largo del ciclo productivo. Por ello, poblaciones que resultan
insignificantes en el origen del cultivo pueden alcanzar niveles de infestacién perjudiciales
(Greco, 1990). Por tanto, a diferencia de lo que ocurre en cultivos anuales, en arboles frutales
una vez implantados las medidas de control frente a nematodos fitoparasitos solo pueden
alcanzar una reduccién de los niveles poblacionales y no la erradicacion de los mismos
(Caroppo, 1998). Por esta razon, resulta fundamental prevenir la introduccién de nematodos
fitoparasitos en la plantacion de frutales a través del material de propagacion. El vivero juega
un papel primordial en la prevencion de la dispersién de nematodos y otras enfermedades o
plagas de suelo (Gonzalez, 1969; Esser, 1977; Pinochet et al,, 1987; Lorrain, 1998).

Si bien los plantones de vivero constituyen una importante fuente de dispersion de
nematodos fitoparasitos en aquellos frutales que se propagan a raiz desnuda, este riesgo se
incrementa en el caso de especies perennifolias que se multiplican a través de material de
vivero que contienen cepellon de tierra. En efecto, el suelo que acompana a los plantones

constituye un componente adicional de infestacion (Pinochet, et al., 1992a), particularmente
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apropiado para aquellas especies de nematodos ectoparasitos que presentan importancia

econdmica en frutales.

2.1.2.2. Prospecciones nematoldogicas en viveros de frutales a nivel

regional: importancia y antecedentes

El ejercicio de la exclusion de nematodos y otros patdgenos en frutales requiere
conocer cudles son las especies que estan presentes en los viveros que suministran a las
plantaciones en un area geografica determinada. Con este objeto, se han llevado a cabo
prospecciones regionales en viveros de especies frutales en multiples ocasiones. Algunas de
ellas han permitido, en el caso del olivo, demostrar la responsabilidad del vivero en la
dispersion de enfermedades importantes, como la Verticilosis (Thanassoulopoulos, 1993). El
desarrollo de la prospeccién como medida de vigilancia ha tenido un escaso desarrollo en el
ambito de la propagacion viveristica de frutales, pero existen algunos ejemplos destacables

que mencionaremos a continuacion.

Pinochet et al. (1987) analizaron muestras de suelo y raiz provenientes de plantas
pertenecientes a 35 especies de frutales recolectadas en viveros comerciales de Panama. De
todas las especies aisladas Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood, Pratylenchus
coffeae (Zimmerman) Filipjev y Schuurmans Stekhoven y T7ylenchulus semipenetrans Cobb
fueron las especies consideradas de mayor importancia, tanto por su patogenicidad
reconocida como por su incidencia y, en muchos casos, las altas densidades de poblacion
registradas. Asimismo, los autores destacan como causa probable de la elevada infestacion
encontrada en algunos viveros, condiciones deficientes en el manejo agronémico y sanitario

de los mismos.

Verdejo y Pinochet (1991) realizaron una prospeccién de nematodos asociados a
plantones de frutales y citricos en viveros comerciales localizados en varias provincias
espanolas. Se identificaron un total de 17 géneros de nematodos fitoparasitos. Las densidades
detectadas en las poblaciones fueron, en general bajas, lo que se atribuyd al escaso tiempo de
permanencia del planton en el vivero. Las poblaciones identificadas en frutales presentaron
mayor diversidad que las de citricos, presumiblemente debido a la mayor especificidad que
presenta la nematofauna asociada a este grupo de plantas. Pratylenchus spp.,
Tylenchorhynchus spp. y Tylenchus spp. fueron los géneros de nematodos aislados con mayor
frecuencia. Los tres géneros estuvieron presentes en mas del 60 % del total de las muestras y
fueron los Unicos que se encontraron sin excepcion asociadas a todas las especies de frutales

prospectadas. La frecuencia con que se halld Meloidogyne spp. fue muy inferior, ya que
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apenas pudo ser aislada en un 5 % de las muestras.

Valcarce y Laborda (1980) efectuaron una prospeccion de la nematofauna presente
en viveros de agrios oficialmente autorizados y ubicados en las provincias de Alicante,
Castellon y Sevilla. Los géneros de nematodos fitoparasitos mas importantes por su
frecuencia fueron Boleodorus spp. y Tylenchus spp.; mientras que Zygotylenchus sp. y
Tylenchulus semipenetrans, si bien no estuvieron presentes con en un gran nimero de
muestras, destacaron entre el resto de las especies por el grave riesgo potencial que implica

su parasitismo.

2.1.3. LA CERTIFICACION SANITARIA EN VIVEROS

2.1.3.1. Algunos antecedentes en la aplicacion de programas de

certificacion sanitaria

Las medidas de exclusién pueden ser alentadas o promovidas desde los organismos
publicos a través de diferentes mecanismos. Un ejemplo claro en esta materia es la
certificacion sanitaria de material vegetal en viveros. Se conoce con este nombre al
conjunto de normas reguladoras destinadas a producir material de propagacion que satisfaga
un estandar minimo en cuanto a la presencia de formas infectivas de determinados

patdgenos considerados de riesgo.

La certificacion sanitaria de la produccion viveristica de frutales ha resultado efectiva
en prevenir la dispersion de multiples patdgenos. Este hecho es particularmente relevante en
el caso de las infecciones virales, ya que los programas de produccion de material de
propagacion certificado contintian siendo una de las herramientas fundamentales en el manejo
de estas enfermedades. La puesta en practica de un programa de certificacion sanitaria en
viveros en Apulia (sur de Italia), ha dado lugar a una importante disminucién de la incidencia
de multiples enfermedades virales en citricos, frutales de hueso, olivo y vid (Savino et al.,
1995). Programas semejantes al referido se han empleado en Estados Unidos para prevenir la
dispersién de enfermedades virales en frutales de hueso (Welsh, 1976). En Espafa los
servicios autondmicos de investigacion agraria mantienen bancos de material base libre de
virus para los principales cultivares de citricos y frutales de hueso y pepita, a fin de proveer a

los viveros que efecttian la multiplicacion (Navarro, 1994, Moriones y Luis, 1996).

La certificacién sanitaria del material de propagacién ha resultado apropiada en

ocasiones para el control de enfermedades causadas por nematodos fitoparasitos en frutales.
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El ejemplo mas notable en este sentido es el que mencionan Esser et a/. (1988). Hacia la
década de los 50 se produjo en cultivos de citricos establecidos en Florida (Estados Unidos),
una gravisima epidemia de “spreading decline” o “decaimiento generalizado” causada por el
nematodo barrenador R. similis. La gravedad del problema determiné la puesta e marcha de
una campafa oficial destinada a erradicar el agente. Las plantas enfermas fueron
arrancadas y quemadas, y se clausuraron provisionalmente las fincas afectadas. A fin de
garantizar que el patdgeno no volviera a reinstalarse en el suelo de las nuevas plantaciones,
se implementd un “Programa de aprobacion de ubicacion de viveros”. El establecimiento de
viveros fue permitido exclusivamente en aquellos lugares que mostraban estar libres del
nematodo después de las prospecciones oficiales realizadas. En afios posteriores se afadio
la exigencia de que el terreno estuviera libre de otros dos nematodos considerados como
fitoparasitos clave de los citricos, 7. semijpenetrans y P. coffeae. El impacto de este
programa sobre la incidencia del patdgeno resulté espectacular: se calcula que la aplicacion
de estas medidas evit6 la infestacion de 18.000 has (Poucher et al., 1967). La puesta en
marcha del programa posibilité que la superficie de cultivo de citricos aumentara, desde el
comienzo de su aplicacion, en 1954, hasta 1985, en mas de 100.000 has.

En Brasil, el otorgamiento de subsidios por el gobierno para establecimiento de
nuevas plantaciones de café exigia como condicién el cumplimiento de ciertas practicas para
la exclusion de nematodos. Entre tales practicas figuraba la prohibicién de emplear plantulas
de vivero infestadas en las nuevas plantaciones (Campos et al.,, 1990). Esto impidid, durante
el tiempo que estuvo en vigencia la norma, el establecimiento en areas no infestadas de
especies de nematodos de gran importancia econdmica para el café, especialmente

Meloidogyne spp.

2.1.3.2. La certificacion sanitaria del olivo y otros frutales en la UE,
Espania y Andalucia

La necesidad de contar con un marco de referencia Unico para todos los Estados
miembros, ha llevado a las autoridades de la UE a establecer un esquema de certificacion
para el material de propagacién que circula entre los diferentes paises del bloque y
recomendaciones para una politica de cuarentena comin. Cuatro especies de nematodos
fitoparasitos de importancia econdmica en frutales y ausentes en los paises de la UE -
Longidorus diadecturus Eveleigh y Allen, Xiphinema americanum Cobb (s.l.), Xiphinema
californicum Lamberti y Bleve-Zacheo y Radopholus citrophilus Huettel, Dickson y Kaplan-

han sido incluidos entre los organismos fitopatdgenos de cuarentena (Di Silvestro y Tacconi,
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1998). Para el transito de material de propagacion de frutales entre los paises miembros de
la UE se han establecido las normas CAC (conformitas agrarias communitatis), que
constituyen la base para un esquema comun de certificacion sanitaria y varietal del material
de vivero de frutales. Esto supone simultdneamente, para el material que cumple los
estandares de la norma, la expedicion del “pasaporte fitosanitario”, certificado que permite el
libre transito de plantones dentro de la UE y garantiza la ausencia de plagas y enfermedades
consideradas como muy perjudiciales para la calidad del material de multiplicacion. En este
grupo se incluyen varias especies de nematodos fitoparasitos como Meloidogyne spp., T.
semipenetrans, Aphelenchoides spp. y D. dipsaci.

Los diversos paises miembros de la UE han ido implementando programas oficiales
de certificacién sanitaria dirigidos a viveros de frutales de acuerdo con las directivas de sede
comunitaria. En Espafa, la materia esta legislada en el RD 929/1995 (BOE N° 141) que
aprueba el Reglamento técnico de control y certificacién de plantas de vivero de frutales. El
ambito de aplicacion del decreto comprende la produccidn, comercializacion e importacion
del material de propagacidn correspondiente a 20 especies de plantas, que incluyen citricos,
frutales de cascara, frutales de hueso, frutales de pepita, frutas finas y platanera. En el
mencionado decreto se describen los requisitos de calidad que deben cumplir las plantas de
vivero de categoria CAC, que incluyen exigencias de sanidad, pureza varietal y calidad
exterior. Las normas relativas a calidad sanitaria imponen que el material se encuentre libre,
al menos por observacion visual, de cualquier organismo nocivo que afecte a los plantones,
con énfasis particular en una lista de patdgenos y plagas que se anexa para cada especie de
frutal. La calificacion de planta de vivero certificada requiere asimismo el cumplimiento de la
normativa fitosanitaria establecida en el RD 2071/1993 (BOE N° 300), que estipula las

condiciones para acceder al pasaporte fitosanitario.

Desde hace aproximadamente 10 afos, los paises olivareros de la UE comenzaron a
mostrar interés por desarrollar normas de certificacion para el olivo. Italia fue el primer pais en
contemplar esta materia, ya que en 1993 dictd a través de un decreto ministerial las normas
técnicas para la produccion de material de propagacion vegetal certificado de olivo (D.M.
16.06.1993). En el citado decreto se mencionan las condiciones para el control de las
caracteristicas genéticas y el estado sanitario de la produccion viveristica. Las inspecciones
previstas para las plantas de vivero en la norma italiana exigen que por observacion visual se
muestren libres de V. dahliae, P.savastanoi y cualquier tipo de virosis. Se exige, por otra
parte, que el suelo donde vayan a implantarse plantas madres u otro material de
premultiplicacion debe estar libre de V. dahliae y X. diversicaudatum (Micoletzky) Thorne,

asumiendo la responsabilidad de ésta Ultima especie en la transmisién de nepovirus del olivo.
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Espafia y Portugal siguieron a Italia en su interés por establecer normas de certificacion
sanitaria para el olivo. El RD 929/1995, mencionado precedentemente, establece para Espaiia,
la primer lista de organismos nocivos y enfermedades que al menos por observacion visual
deben estar ausentes en las plantas certificadas de olivo. Se incluyen en esta lista “insectos,
acaros y nematodos en todas sus fases de desarrollo” y se menciona, en particular, a Saissetia
oleae Bern.y Eusophera pinguis Haw., entre los insectos, y Meloidogyne spp., entre los
nematodos. Respecto de las enfermedades se hace mencién expresa de la bacteria
responsable de la tuberculosis (P. syringae pv. savastanoi), del hongo V. dahliae, y de “todos”
los virus y organismos similares. Con posterioridad a la redaccién del reglamento técnico
espanol, el Organismo Europeo y Meditérraneo para la Proteccion de las Plantas (OEPP) recoge
los antecedentes en la materia, en particular los italianos, y elabora un esquema para la
certificacion de arboles y plantones de olivo. En dicho esquema figuran las directivas
recomendadas para ser adoptadas por los paises de la UE. Espafia modificd las disposiciones
particulares dispuestas para el olivo en el RD 929/1995 a fin de adecuarlas a las
recomendaciones comunitarias, y ésto se concreta en el RD 1678/1999 (BOE N° 276). En él se
incluye la exigencia de que el suelo o sustrato de plantacion esté libre de V. dahliae y

nematodos transmisores de virus en todas las etapas de multiplicacion.

En Andalucia no existe ninguna norma que establezca normas de certificacion sanitaria
de frutales complementarias a las establecidas a nivel nacional. Sin embargo, el Reglamento
Especifico de la Produccion Integrada del Olivar, constituido en la Orden del 12.8.1997 (BOJA
N° 100), representa un avance significativo en direccion hacia la generalizacién del empleo de
plantas sanas en las nuevas plantaciones. En efecto, este reglamento impone, para la
Produccién Integrada la obligatoriedad de emplear plantas que satisfagan el estandar de

calidad sanitario impuesto por el RD 929/1995.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

2.2.1.1 Seleccion y caracterizacion de los viveros

Se realizaron prospecciones de viveros comerciales proveedores de plantones de
olivo en las provincias de Cordoba, Jaén y Sevilla entre junio de 1996 y mayo de 1998. El
numero de viveros incluidos en la muestra pretendio cubrir aproximadamente un 20 % de la

totalidad de los viveros presentes en cada provincia. La seleccién de viveros a prospectar se
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efectud a partir de un conjunto exhaustivo constituido por los registros oficiales de la
Direccion General de la Produccion Agraria (Seccién de Control de Semillas y Plantas de
Vivero) de la Junta de Andalucia e informacion particular de productores y asesores. El
criterio empleado para la seleccion de los viveros fue incluir un grupo de unidades muestrales
que representara la diversidad de establecimientos presentes en cada provincia, en lo que
respecta a cultivares producidos, métodos de enraizamiento, origen del sustrato, nivel
tecnoldgico, movimiento comercial, etc. Por ello, se incluyeron en la prospeccion 9 viveros de
la provincia de Cérdoba, 6 de Jaén y 3 de Sevilla. En las Tablas 2.2, 2.3. y 2.4. se resumen
las caracteristicas de cada uno de los establecimientos incluidos en la prospeccion.

Tabla 2.2. Distribucién y caracteristicas de viveros de plantones de olivo muestreados en la
provincia de Cordoba

N° de Produccion Ty Cultivares estudiados N° total de
referencia anual de Multiplicacion (N° plantones) mues:tras

plantones estudiadas
o meow SRR PeR@MpmmOieenie®
= o i ot S
o mow SR PeR@MpmmOieeie®
104 100.000 ngm:gfgg Picuahg?élggtéiqg;a (6), 8
105 150.000 Eset;ﬂzgfgg Picual (3), Arai?il;ilr;ﬂc(:)(,?’l;/llanzanilla 3), 15
o ewm NN 2
110 45.000 Estacas lefiosas Picual (6) 6
111 200.000 Estacas lefiosas Picual (3), Hojiblanca (3), 6
113 150.000 Estacas lefiosas Picual (6), 18

Cornicabra (6), Hojiblanca (6),

Picual (51), Arbequina (39), Manzanilla
TOTAL 1.080.000 - (15), Hojiblanca (30), Cornicabra (9), Ocal 150
(3), Gordal (3)
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Tabla 2.3. Distribucién y caracteristicas de viveros de plantones de olivo muestreados en la
provincia de Sevilla

No° de Produccion . . N© total de
. C o g Cultivares estudiados
referenci anual de Multiplicacion o muestras
(N° plantones) !
a plantones estudiadas
Estaquillado Picual (6), Arbequina (6), Manzanilla
201 120.000 semilefioso (3), Hojiblanca (3), Picolimédn (1) 19
202 180.000 Estaquillado Picual (6), Arbeq_uina (6), Manzanilla 24
semilefioso (6), Hojiblanca (6),
203 150.000 Estaquillado Picual (6), Arbequ_ina (6), Manzanilla 21
semilefioso (3), Cornicabra (6),
Picual (18), Arbequina (18), Manzanilla
TOTAL 450.000 - (12), Hojiblanca (9), Cornicabra (6), 64

Picolimon (1)

Tabla 2.4. Distribucion y caracteristicas de viveros de plantones de olivo muestreados en la
provincia de Jaén

Produccion . - N© total de
N° de o g Cultivares estudiados
- anual de Multiplicacion ° muestras
referencia (N° plantones) !
plantones estudiadas
Estaquillado Picual (6), Arbequina (6), Cornicabra
301 240.000 semilefioso (6) Acebuche (2) 20
302 120.000 Estaquillado Picual (3) 3
semilefioso
303 45.000 Estaquillado Picual (6) 6
semilefioso
304 60.000 Estacas lefiosas Picual (6) 6
305 50.000 Estacas lefiosas Picual (6) 6
306 40.000 Estacas lefiosas Picual (6) 6
TOTAL 555.000 ) Picual (33), Arbequina (6), Cornicabra 47

(6)

En todos los casos y con independencia del método de multiplicacién utilizado, los
plantones estaban dispuestos para la venta en bolsas de polietilieno negro de
aproximadamente 3 L de capacidad, conteniendo el sustrato en el que se han mantenido los
plantones durante la fase de crianza. El sustrato en el que cada vivero llevd a cabo la etapa

de crianza previa a la venta de los plantones varid ampliamente entre los establecimientos
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prospectados y estuvo vinculado a las disponibilidades locales. La Tabla 2.5. describe para
cada uno de los viveros prospectados el origen del sustrato empleado y las caracteristicas
analiticas mas importantes de los mismos. Los analisis fueron realizados por el Laboratorio
Agroalimentario, Delegacidon Provincial de Cérdoba, Consejeria de Agricultura y Pesca de la
Junta de Andalucia. Las determinaciones realizadas fueron las siguientes: capacidad de
intercambio catidnico (CIC); porcentaje de materia organica oxidable; porcentaje de
nitrdgeno organico; pH en disolucidn 1/2,5 V/V suelo-agua destilada; textura (porcentajes de

arcilla, arena y limo en fraccion sélida mineral); y conductividad eléctrica.

Tabla 2.5. Origen y caracteristicas analiticas de los sustratos empleados en los viveros
estudiados®

. Materia Nitrogeno pH Conductividad (Eapacndad !:Ie
. Origen del b P fo. g P ¢ intercambio
Vivero Textura organica® organico® 1/2,5 eléctrica (1/5) s g
sustrato (%) (%) e (mmhos/cm) cationico
(meq/100 g)
101 Aluvion Rio o franca 0,35 0,02 8,67 0,191 4,96
Guadalquivir
Aluvion Rio Franco-
102 Guadalquivir Arenoso 0,52 0,02 8,36 0,251 5,30
Aluvién Rio Franco-
103 Guadalquivir  Arenoso 0,38 0,02 8,52 0,179 6,00
Aluvion Rio
104 Guadalquivir Arena franca 0,42 0,02 8,44 0,163 6,00
105 Aluvion Rio o franca 0,87 0,04 8,34 0,243 5,39
Guadalquivir
Aluvion Rio
107 Guadalquivir Arena franca 0,21 0,01 8,43 0,199 513
110 Suelo de Franco 1,15 0,07 7,76 0,247 13,83
campina
111 suelo de Franco 1,60 0,10 8,40 0,229 15,39
campifa
113 Suelo de Franco 0,91 0,05 8,15 0,233 14,09
campina
Suelo h
201 horticola n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Aluvién Rio Franco-
202 Guadalquivir Arcilloso 1,85 0,10 7,97 0,787 22,43
Aluvion Rio Franco-
203 Guadalquivir Arcilloso 2,16 0,13 7,89 0,781 16,87
Suelo campifia + Franco-
301 o Aronoso 1,15 0,09 8,20 0,493 10,78
Suelo
302 campifia n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
303 Suelo Franco- 3,17 0,20 8,13 0,473 22,78
campifia Arcilloso
Aluvion Rio Franco-
304 Jandulilla Arcilloso 1,46 0,09 8,18 0,940 16,09
Suelo Franco-Arcillo-
305 campifia Limos 1,43 0,09 8,59 0,316 15,65
Suelo
306 campifia Franco 1,04 0,07 7,94 0,316 12,96

Los andlisis fueron realizados por el Laboratorio Agroalimentario de la Delegacién Provincial Cérdoba de la Consejeria de
Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia. "Estimada de acuerdo a los porcentajes de arcilla, limo y arena calculados por el
método densimétrico. “Obtenido por método volumétrico. “Obtenido por método volumétrico. °Obtenido en una suspension
1/2,5 V/V suelo/agua destilada. ‘Obtenida por método conductimétrico. %Obtenida por método fotométrico. "n.d.: no
determinado
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2.2.1.2. Recoleccion de las muestras

En cada uno de los viveros las plantas se clasificaron segun el cultivar y el grupo de
edad (plantas de 6-8 y 12-18 meses de edad) y de cada combinacién se recogieron tres
plantas. El muestreo se realizd durante las primaveras de 1996 y 1997. Los cultivares
incluidos en el muestreo en orden decreciente de importancia fueron: ‘Picual’, ‘Arbequina’,

‘Hojiblanca’, ‘Manzanilla’, ‘Cornicabra’, ‘Ocal’, ‘Gordal’ y ‘Picolimén’.

2.2.2. ANALISIS NEMATOLOGICO DE LAS MUESTRAS

2.2.2.1. Extraccion a partir de muestras de suelo y raiz

Con objeto de conocer la nematofauna fitoparasita presente en las muestras
recolectadas se procedid a separar el suelo de las raices. Una vez extraida la planta fuera de la
bolsa correspondiente se retiraron los restos groseros de suelo adherido a las raices. Las raices
se estudiaron macroscopicamente y se evalud la presencia de nddulos o lesiones propias del
parasitismo por nematodos noduladores y lesionadores, respectivamente. Posteriormente, se
procedid a extraer los nematodos siguiendo el método de centrifugacién descrito por Coolen
(1979), con modificaciones (Fig. 2.2). La eleccion de este método de extraccién se hizo
teniendo en cuenta su rapidez, eficacia y ser independiente de la natural movilidad de los
nematodos (Hooper, 1986). Para ello, la raiz se lavé bajo un suave chorro de agua corriente, se
seco con papel de filtro para proceder a su pesado y, mas tarde, se cortd en trozos de longitud
no superior a 1 centimetro. El agua empleada en el lavado fue conservada ante la posibilidad
de en la misma estuvieran presentes masas de huevos o ejemplares semiendoparasitos que
pudieran haberse desprendido durante el lavado. Los trozos de raiz se colocaron en el vaso de
una batidora junto con el agua residual del lavado. Cuando se sospechd la presencia de
Meloidogyne spp. se agrego lejia comercial (50 g Cl,/L) hasta alcanzar una concentracién de 10
% V/V (0,5% de NaOCl), con objeto de disolver las masas de huevos. Posteriormente, se
procedi6 a efectuar dos etapas de homogenizacién de 15 s a 12.600 rpm separadas por un
intervalo de 10 s. El homogenizado resultante se filtrd a través de un tamiz de 2.000 um. Se
conservo la suspension filtrada y los restos que quedaron retenidos fueron homogenizados
nuevamente a 12.600 rpm durante 90 s. La mezcla obtenida se volvi6 a filtrar a través de la
malla de 700 um y la suspension filtrada se reunié con la obtenida en la etapa previa. La
suspensidn resultante se filtré a través de un tamiz de 5 um de didmetro de poro (que impide
la pérdida de ninguin estado o especie de nematodos fitoparasitos) y el material retenido se

recogid y transfirié a los tubos de centrifuga.
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Fig. 2.2. Preparacién de la muestra de raiz para la extraccién de nematodos mediante el

método de centrifugacion (Coolen, 1979) modificado para plantas lefiosas.

Este material se trasvasé a tubos de centrifuga cilindricos de fondo redondeado de

250 ml, se le agregd caolin y se sometié a centrifugacién durante 5 min a
2.3).

2.000 rpm (Fig.

El sobrenadante se descartd y el precipitado fue resuspendido en una solucidon de

SO4Mg (8 . 1,16 g/cm?). La nueva suspension se centrifugd durante 3 min a 1.600 rpm. El

sobrenadante de esta segunda centrifugacién fue concentrado por filtracién a través de tamiz

de 5 um de malla, se lavo para eliminar los restos de SO4Mg y se recolecté en un vaso de
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plastico para la identificacion y conteo de los nematodos.

Se agrega caolin a la
suspension dentro de los
tubos

+ &

PRIMERA CENTRIFUGACION :
Se descarta el sobrenadante y se
conserva el pellet

Se efectlia una segunda
centrifugacion a 1600

La suspension proveniente de
la extraccion de raices o de
suelo se coloca en tubos
cilindricos de centrifuga

Se efectlia una centrifugacion a
2000 rpm durante 5 min

Se agrega al tubo solucion de
SO4Mg de & = 1,16 g/cm’ y se
resuspende el precipitado

EGUNDA CENTRIFUGACION: Se

S
descarta el pellet y se conserva
e

rpm durante 3 min
| sobrenadante

El sobrenadante se filtra
través de tamiz de 5 um

El material retenido en el tamiz %

se limpia bajo chorro de agua y /

se recoge con poco volumen

|

%

57
oy

@l\(\l@

\

Observacion al microscopio

%

Fig.2.3. Extraccion de nematodos en muestras de suelo o de raices mediante centrifugacion
(Coolen, 1979).

La extraccion de los nematodos presentes en el suelo se efectud siguiendo el
método propuesto por Coolen (1979), con algunas modificaciones. Sobre un tamiz de 26
cm de didmetro y 2 mm de apertura de malla se deposité una alicuota de 100 cm? del
suelo contenido en la bolsa o maceta. La muestra de suelo se lavd con abundante agua
corriente hasta que la totalidad de la fraccidén de diametro inferior a la apertura de la malla
hubiese sido arrastrada y recogida en un recipiente de 12 L. El volumen de la suspension
en dicho recipiente se completd hasta alcanzar los 10 L y se procedié manualmente a su

agitacién durante 10 s. Transcurridos 20 s desde la interrupcién de la agitacion, la
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suspension se filtrd a través de un tamiz de 75 pum. El material recogido en el tamiz se
traspasd a un vaso de precipitados y posteriormente se procedid a la centrifugacién

descrita anteriormente.

Se colocan 100 cm® del

suelo sobre un La suspension
tamiz de 2.000 pm se somete O
a centrifugacion O H@
(ver Fig.2.3) @

I]

La fraccion
retenida
en el tamiz
se recoge en
un vaso

Se lava el suelo con
abundante agua corriente
encima de un cubo grande
La suspension se filtra
) a través de tamiz de 75 um
Se agita manualmente Se deja

durante 10 s decantar
durante 20 s

Fig.2.4. Extraccién de nematodos en muestras de suelo (Coolen, 1979).

2.2.2.2. Identificacion y recuento de los ejemplares

Las suspensiones conteniendo los nematodos extraidos de raiz y suelo fueron
observadas bajo microscopio estereoscopico Leica MSZ5 (40 x). En dichas suspensiones se
atendid a los ejemplares fitoparasitos, que fueron reconocidos e identificados. Esta
identificacion se realizd hasta el nivel de especie en todos aquellos casos en que el material
disponible fue suficiente y, en caso contrario, se completd hasta el nivel de género. Los
ejemplares seleccionados para la observacion se mataron con aplicacion de suave
calentamiento y luego fueron fijados en solucién de formaldehido al 4 %. El montaje de los
ejemplares se realizd siguiendo el método de la glicerina anhidra de Seinhorst (1959, 1962):
los ejemplares se transfirieron desde la solucion fijadora a pocillos de placa microtiter en los
que previamente se habia depositado una solucién de etanol 96%, glicerina anhidra y agua
destilada en proporcién 20:1:79 v/v. Los pocillos se llevaron a una estufa en la cual
previamente se habia colocado alcohol con objeto de mantener una atmosfera saturada del

mismo y se sometieron a 38-40° C durante 12-14 horas. Tras esta etapa, la solucion se
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reemplazd por una nueva conteniendo glicerina anhidra y etanol 96 % en proporcion 5:95
v/v, y los pocillos se colocaron en la estufa a la misma temperatura durante un periodo de 4-
6 h. Completada esta segunda etapa de calentamiento, los ejemplares se montaron en un
portaobjetos sobre una gota de glicerina anhidra y se colocé un cubreobjetos encima de la
misma con la precaucion de aplicar en los bordes pequefias tiras de lana de vidrio, a fin de

evitar el aplastamiento de los nematodos.

Una vez realizado el montaje de los especimenes se procedid a la observacion de los
mismos bajo microscopio dptico Nikon Labophot con contraste interferencial-diferencial segin
Nomarski. Este Ultimo dispositivo permitié la observacion de estructuras superficiales con
caracter diagndstico (anillos labiales, campos laterales, estrias longitudinales, fasmidios, etc.),

dificiles de observar en campo claro.

Para la identificacion de los nematodos fitoparasitos encontrados se utilizaron
diferentes caracteres morfoldgicos como la estructura del eséfago, forma de la region labial,
forma de la cola, campos laterales, etc. Asimismo, se utilizaron caracteres morfométricos
como los indices de De Man (1880), la longitud del estilete, la longitud total, la longitud de la
cola, etc. (Southey, 1986). Para ello, los ejemplares montados se midieron mediante una
escala micrométrica de ocular previamente calibrada con la escala micrométrica de un
portaobjetos, y con la ayuda de un curvimetro milimétrico para estructuras curvas (longitud del
cuerpo, posicion relativa de la vulva, longitud del eséfago, etc.) dibujadas en papel con la

camara clara.

Para la identificacion especifica de Meloidogyne spp., ademas de los caracteres
mencionados anteriormente se estudiaron los juveniles de segunda edad (J;) y la morfologia de
los patrones perineales (altura del arco dorsal, presencia de campos laterales, forma y grosor
de las estrias, etc.) (Hartman y Sasser, 1985; Jepson, 1987). Los nematodos identificados

fueron clasificados de acuerdo con los criterios establecidos por Maggenti (1991).

Una vez realizada la identificacion se completo el recuento del nimero de ejemplares
de cada especie presente en cada una de las muestras. Los datos se sometieron a un analisis
estadistico descriptivo que incluyd calculo de la media, desviacién estandar y el rango para
cada especie por provincia y cultivar. La incidencia o frecuencia absoluta (Margalef, 1974) se

calculé mediante la formula:
I, (%) = (N / N) x 100;

Donde I, = incidencia de la especie “x” en la muestra; N, = nimero de muestras

donde estaba presente la especie “x” y N = niUmero de muestras totales
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Asimismo, con objeto de discriminar grupos homogéneos en cuanto a la conformacion
de las comunidades fitonematoldgicas, se calculd el indice de similaridad entre las poblaciones
correspondientes a cada combinacidn de provincia, vivero y cultivar. La similaridad entre
viveros se calculd aplicando el indice de Jaccard (1908), basado en la comparacién de matrices

de presencia-ausencia de cada especie en cada vivero:
IS=c/(@+b+c),

Donde IS; = indice de similaridad de Jaccard entre el area “a” y el area “b”; a =
numero de especies presentes sélo en el area “a”; b = nimero de especies presentes solo en el

area "b”; y ¢ = nimero de especies comunes a ambas areas.

Con los indices de similaridad obtenidos se realizé un analisis de agrupacion jerarquica
segun el método secuencial, aglomerativo, jerarquico y anidado (SAHN) (Sneath y Sokal, 1973)
mediante el programa estadistico NTSYS Applied Bioestatistics, Inc. V-1.8. La representacion

grafica de los agrupamientos se realizd mediante un dendrograma (Rohlf, 1975).

2.2.3. ESTUDIOS DE LAS ALTERACIONES HISTOLOGICAS
PROVOCADAS POR MELOIDOGYNE SPP. EN RAICES

Con objeto de estudiar las alteraciones histoldgicas causadas por el parasitismo de
Meloidogyne spp. se seleccionaron raices noduladas provenientes de plantones naturalmente
infectados de los cvs. Arbequina, Cornicabra, Hojiblanca, Manzanilla, y Picual. Las raices se
lavaron suavemente las raices a fin de eliminar el suelo y los residuos adheridos, y se
seleccionaron porciones de aspecto sano y porciones noduladas de cada combinacién
nematodo-planta huésped.

Los tejidos correspondientes a los trozos nodulados y no nodulados se fijaron en
FAE (formaldehido : acido acético : etanol 60 % = 2:1:17 v/v/v) durante un minimo de 48
h., deshidratados en una serie consecutiva de concentracién progresivamente creciente de
soluciones de alcohol butirico terciario (40-70-85-90-100 %) y posteriormente se incluyeron
en parafina. Los trozos de raiz incluidos en parafina se sometieron a cortes longitudinales y
transversales con un micrétomo rotativo en secciones de 10-12 um de espesor. Las
secciones cortadas se depositaron sobre portaobjetos y se tifieron con acido tanico, cloruro
de hierro, safranina y colorante verde rapido y prolongado (fast-green) (modificado de
Jensen, 1962). Posteriormente, se procedid a su montaje permanente y su observacion con
microscopio optico. Las imagenes fueron recogidas y almacenadas en formato digital con un
sistema de procesamiento de imagen Leica QW5001.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. SINTOMATOLOGIA Y ALTERACIONES ANATOMICAS E
HISTOLOGICAS

En ninguno de los plantones de olivo muestreados en los viveros comerciales de
Andalucia (Cérdoba, Jaén y Sevilla) se observaron sintomas aéreos que pudieran indicar
posibles infecciones por nematodos fitoparasitos. Esta situacion se confirmé tanto en plantas
no infectadas como en aquéllas en las que posteriormente se diagnosticaron infecciones por
nematodos fitoparasitos. Sin embargo, el examen de los sistemas radicales de todos los
plantones de olivo revel6 en algunos de ellos la existencia de determinados nddulos de
morfologia y tamano variables, distribuidos de forma aislada o en grupos y rodeando por
completo el perimetro de la raiz, en todos los cultivares estudiados. Los nddulos inducidos
por Meloidogyne spp. presentaron forma y localizacion variadas pero habitualmente apical
(Fig. 2.5). Sin embargo, también pudo observarse la presencia de nddulos irregulares de
gran tamano a lo largo del eje radical. El estudio de dichos nddulos mediante diseccion
directa de la raiz reveld la infeccion de una a ocho hembras adultas de Meloidogyne spp. por
nddulo radical, como ocurrié, por ejemplo en el caso de plantones de ‘Cornicabra’ infectados
por M. arenaria (Neal) Chitwood. En ocasiones aisladas se hallé una masa de huevos en la
superficie radical, pero en la mayoria de los casos las masas se encontraban en el interior de

los tejidos corticales de la raiz (Fig. 2.5).

El estudio histopatoldgico de dichos nddulos permitid conocer las alteraciones
causadas en el tejido radical como consecuencia de la infeccién por dichos nematodos en
olivo. El estudio comparativo de raices sanas y raices infectadas mostrd alteraciones
celulares en los tejidos de la corteza, la endodermis, el periciclo y el parénquima vascular
inducidas por Meloidogyne spp. En los sitios permanentes de alimentacion el nematodo
indujo la formacidén de células gigantes multinucleadas en la estela, cerca de los tejidos
vasculares, en todas las combinaciones cultivar-especie de nematodo nodulador estudiadas.
La fomacidn de estas estructuras condujo a distorsién y destrucciones parciales de los haces
vasculares. Las células gigantes mostraron un citoplasma denso y un nimero variable (3-10)
de nucleos hipertrofiados y nucleolos. Del mismo modo, se observd que la hiperplasia de los
tejidos adyacentes a las células gigantes contribuyd a la formacion de la nodulacion (Fig.
2.5).
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Fig 2.5.: Alteraciones anatomicas e histoldgicas causadas por Meloidogyne spp. en plantones de olivo de vivero. A) Alteraciones
morfoldgicas en raiz. A;,A;) Vistas de aparatos radicales completos mostrando nodulaciones severas Az A;) Detalles de nodulos
mediales y masas de huevos As) Ndodulo apical. B) Alteraciones histoldgicas B;) Seccion transversal de una raicilla sana de
olivo: los haces sistematicos de la estela se encuentran separados por regiones de parénquima vascular formado por células
pequefias y regulares B,, B;) Secciones transversales de raices de plantones de olivo (cv. Picual) infectados por M. incognitay M.
Javanica respectivamente; la alimentacion por parte de la hembra del nematodo (N) ha estimulado la formacion de células gigantes
(cg) y ha colapsado el parénquima vascular Bs, Bs) Secciones transversales de raices de plantones de olivo (cv. Arbequina)
infectados por M. incognita y M. javanica respectivamente; obsérvese la presencia de nematodos en la corteza (N) y células
gigantes en la estela Bg) Seccion transversal de una raices de un plantdn de olivo (cv. Hojiblanca) infectado por M. javanica,
obsérvense las células gigantes (cg) adyacentes a los tejidos vasculares y una hembra madura de nematodo (N) B;) Seccidn
transversal de una raices de un plantdn de olivo (cv. Cornicabra) infectado por M. arenaria; hembras maduras de nematodos (N)
han depositado masas de huevo (mh) dentro de la corteza de la raiz Bg) Seccion transversal de una raices de un plantén de olivo
(cv. Manzanilla) infectado por M. javanica, la formacion de grandes células multinucleadas (cg) distorsiona y deforma el tejido
xilematico Bg) Seccion transversal de una raices de un planton de olivo (cv. Hojiblanca) infectado por M. incognita; obsérvense
células gigantes (cg) con el caracteristico citoplasma denso y numerosos nucleos hipertrofiados (nh).
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2.3.2 EVALUACION GLOBAL DE LAS POBLACIONES DE NEMATODOS
FITOPARASITOS

2.3.2.1. Especies identificadas

Considerando la totalidad de las muestras analizadas, en las prospecciones
realizadas se aislaron e identificaron 37 especies de nematodos fitoparasitos. En las Tablas
2.6, 2.7 y 2.8 se expone la relacién de especies de nematodos fitoparasitos identificadas en

viveros de olivo, agrupadas segun los grupos tréficos a que pertenecen.

Tabla 2.6. Nematodos ectoparasitos migratorios aislados e identificados en Ila
prospeccion de viveros de comerciales de olivo de las provincias de Cérdoba, Jaén y Sevilla.

Phyllum: Nemata
Clase: Adenophorea
Subclase Enoplia
Superorden Terrenoplica
Orden: Dorylaimida
Suborden: Dorylaimina
Superfamilia: Dorylaimoidea
Familia: Longidoridae
Subfamilia: Longidorinae
Longidorus sp.
Subfamilia: Xiphinematinae
Xiphinema pachtaicum (Tulaganov) Kirjanova
Suborden: Diphterophodrina
Superfamilia: Belondiroidea
Familia: Trichodoridae
Subfamilia: Trichodorinae
Paratrichodorus minor (Colbran) Siddiqi
Paratrichodorus teres (Hooper) Siddiqi
Trichodorus giennensis Decraemer, Roca, Castillo, Pefia Santiago y Gémez Barcina
Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Belonolaimidae
Subfamilia: Telotylenchinae
Amplimerlinius paraglobigerus Castillo, Siddigi y Gémez Barcina
Merlinius brevidens (Allen) SiddigiMerlinius microdorus (Geraert) Siddiqi
Tylenchorhynchus aduncus de Guiran
Tylenchorhynchus clarus Allen
Subfamilia: Telotylenchinae
Tylenchorhynchus dubius (Butschli) Filipjev
Tylenchorhynchus huesingi Paetzold
Tylenchorhynchus mamillatus Tobar-Jiménez
Tylenchorhynchus sp.
Familia Hoplolaimidae
Subfamilia: Hoplolaiminae
Helicotylenchus digonicus Perry, in Perry, Darling y Thorne
Helicotylenchus dihystera (Cobb) Sher
Helicotylenchus pseudorobustus (Steiner) Golden
Helicotylenchus vulgaris Yuen
Rotylenchus sp.
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Tabla 2.6 (continuacion) Nematodos ectoparasitos migratorios aislados e
identificados en la prospeccion de viveros de comerciales de olivo de las provincias de Cérdoba, Jaén
y Sevilla.

Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Criconematoidea
Familia: Criconematidae
Subfamilia: Criconematinae
Criconemella xenoplax (Raski) Luc y Raski
Criconemoides informis (Micoletzky) Taylor
Subfamilia: Hemicyclophorinae
Hemicyclophora sp.
Familia: Tylenchulidae
Subfamilia: Paratylenchinae
Paratylenchus arculatus Luc y de Guiran
Paratylenchus microdorus Andrassy

Tabla 2.7. Nematodos endoparasitos migratorios aislados e identificados en la
prospeccion de viveros comerciales de olivo de las provincias de Cordoba, Jaén y Sevilla.
Phyllum: Nemata

Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Pratylenchidae
Subfamilia: Pratylenchinae
Pratylenchoides ritteri Sher
Pratylenchus fallax Seinhorst
Pratylenchus neglectus (Rensch) Filipjev y Schuurmans Steckhoven
Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev y Schuurmans Steckhoven
Pratylenchus thornei Sher y Allen
Pratylenchus vuinus Allen y Jensen
Zygotylenchus guevarai (Tobar Jiménez) Braun y Loof

Tabla 2.8. Nematodos endoparasitos sedentarios aislados e identificados en la
prospeccion de viveros de comerciales de olivo de las provincias de Cérdoba, Jaén y Sevilla.

Phyllum: Nemata
Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Heteroderidae

Subfamilia: Heteroderinae
Heterodera avenae \Wollenweber

Subfamilia: Meloidogyninae
Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood
Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood
Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood
Meloidogyne lusitanica Abrantes y Santos
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Fig 2.6.: Nematodos fitoparasitos del olivo hallados en la prospeccion de
viveros. A) Meloidogyne spp. A;) Detalle de la regién anterior de una hembra de M. javanica,
A;) Patron perineal de M incognita B) Zygotylenchus spp. B;) Vista de una hembra de Z
guevarai C) Criconemella spp. C;) Detalle de la regién anterior de C. xenoplax D)
Pratylenchus spp. D,) y D,) Detalles de la region anterior de P. vuinus Ds) Regidn posterior de
un macho de P. vuinus D4) Region posterior de una hembra de P. vuinus E) Helicotylenchus
spp- E;) Hembra de H. pseudorobustus alimentandose ectoparasiticamente sobre una raicilla de
olivo E,) Ejemplar adulto de H. vulgaris alimentandose ectoparasiticamente sobre una raicilla de
olivo E3) Vista de una hembra de H. vuigaris.
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El grupo de los nematodos ectoparasitos migratorios, con 24 especies, domina
ampliamente el conjunto de especies diagnosticadas, seguido por el de los endoparasitos
migratorios, con ocho especies, y los endoparasitos sedentarios, con cinco especies (Fig.
2.7). La mayoria de las especies pertenecen al Orden Tylenchida, y dentro del mismo
predominan los representantes de la superfamilia Tylenchoidea, la Unica que presenta
especies dentro de los tres grupos tréficos mencionados. Solo cinco de las especies
identificadas se clasifican dentro del orden Dorylaimida. En total estan representadas ocho

familias en la lista de las especies, siendo Belonolaimidae la mas abundante (Fig. 2.7).

a b

Endoparasitos L
sedentarios Longidoridae
14%

Ectoparasitos Trichodoridae 5%

4% 8%
Endoparasitos Heteroderidae
migratorios
22%

Pratylenchidae
22%

Tylenchulidae
5%

Criconematidae
8%

Belonolaimidae

" 24%
Hoplolaimidae
14%

Fig. 2.7. Proporcion de nematodos fitoparasitos encontrados en viveros de olivo en
Andalucia pertenecientes a los tres grupos troficos identificados (a) y familias a las que
corresponden (b).

2.3.2.2. Incidencia y abundancia de las diferentes especies en la muestra
total

Aunque con frecuencia variable, las 37 especies identificadas estuvieron presentes en
el suelo de muestreo y, en todos los casos, las especies que se extrajeron de muestras de raiz
siempre se encontraron en las correspondientes muestras de suelo. Por este motivo, la

incidencia en el suelo puede considerarse representativa de la incidencia general.

M. brevidens, presente en el 60,9 % de los plantones muestreados, fue la especie
aislada con mayor frecuencia (Tabla 2.9). A continuacion se encuentran C. xenoplax, T. clarus,
ambas con una incidencia del 38,7 %, H. pseudorobustus (33,7 %) y P. penetrans (31,8 %).
Las especies con menor incidencia en la prospeccion fueron M. lusitanica (0,38 %), P. ritteri
(0,8 %), C. informis'y T. giennensis (ambas con 1,2 %). Asimismo, el nimero medio de
nematodos/100 cm® de suelo vari6 entre un maximo de 1.205,2 (M. lusitanica) y un minimo de

6,2 (Hemicyclophora sp.).

En las muestras de raiz se aislaron 15 especies de nematodos fitoparasitos. P.
penetrans, que se halld infectando el 21,84 % de los sistemas radicales estudiados, fue la mas
frecuente. En el otro extremo, las especies con incidencia mas baja fueron M. lusitanica 'y H.
vulgaris. Ambas infectaron tan solo el 0,38 % de los sistemas radicales. El nUmero medio de

47



Capitulo Il -Resultados

nematodos/g raiz varié entre un maximo de 2.856 (M. lusitanica) y un minimo de 0,5 (A~.

thornei).

Tabla 2.9. Incidencia y densidades de poblacion de nematodos fitoparasitos en suelo y

raices de plantones de olivo en viveros en Andalucia®

Incidencia  N° Nem?todos/ 100 Incidencia N° Nematodos/g raiz
Especie s‘:llle(:b cm” suelo en raiz”
(%) Media + DE® Rango* (%) Media + DE® Rango*

Merlinius brevidens 61,4 345 +£2,3 10-189 0¢ 0 -f
Criconemella xenoplax 39,0 396,5 + 84,3 8-5.160 8,5 92+3,.2 0,5-54,6
Tylenchorhynchus clarus 39,0 79,1+7,8 12-467 0 0 -
Helicotylenchus pseudorobustus 34,0 59,0 £ 6,2 8-352 0 0 -
Pratylenchus penetrans 32,1 93,6 + 11,6 13-618 22,0 11,5+24 0,5-92,6
Paratylenchus microdorus 27,4 70,5 £ 25,5 11-1.764 19 26+1,6 0,5-9,0
Pratylenchus vuinus 25,5 66,3 = 6,6 12-288 17,4 10,3 + 3,0 0,5-100,6
Pratylenchus thornei 22,8 36,7 + 4,8 8-184 6,2 57+2.2 0,2-25,9
Paratrichodorus teres 20,1 47,7 £ 5,6 6-168 0 0 -
Meloidogyne incognita 14,7 248,0 £ 78,2 13-2.254 7,0 13672 +6420 2,0-1.1.681,0
Paratylenchus arculatus 13,5 240,3 £ 73,8 7-1.932 2,7 47,9 £ 24,2 4,6-148,6
Helicotylenchus digonicus 13,1 100,6 * 35,8 10-1.046 0 0 -
Tylenchorhynchus dubius 12,7 94,8 + 23,6 8-704 0 0 -
Tylenchorhynchus sp. 12,0 87,3 £ 19,7 6-464 0 0 -
Meloidogyne javanica 11,2 191,6 +£ 29,7 37-676 9,3 708,5 £ 181,7 2,5-3.124,4
Paratrichodorus minor 7,3 372+7,5 9-123 0 0 -
Tylenchorhynchus huesingi 58 110,1 + 25,2 13-339 0 0 -
Xiphinema pachtaicum 5,4 11,8+ 3,1 2-45 0 0 -
Tylenchorhynchus aduncus 4,6 69,4 + 31,9 12-414 0 0 -
Pratylenchus neglectus 4,2 104,8 + 14,5 42-186 3,9 84+28 0,5-24,0
Helicotylenchus vulgaris 3,9 154,1 + 134,5 11-1.364 0,4 1,4 -
Zygotylenchus guevarai 3,9 21,9+ 3,4 13-49 15 45+1,9 0,19-7,86
Merlinius microdorus 3,5 74,8 £ 21,6 17-189 0 0 -
Tylenchorhynchus mamillatus 3,5 57,0 £ 13,7 30-138 0 0 -
Meloidogyne arenaria 2,7 1.205,2 + 1.062,7 68-6.515 1,5 661,9 + 519,3 30,5-2.200,0
Pratylenchus fallax 2,7 86,7 £ 19,9 35-168 1,5 1,5+0,5 0,5-2,6
Amplimerlinius paraglobigerus 1,9 22,2+£6,2 10-42 0 0 -
Longidorus sp. 1,9 62+1,.2 4-11 0 0 -
Heterodera avenae 1,5 64,5 + 49,0 6-211 0 0 -
Criconemoides informis 1,2 21,3 +5,5 12-31 0 0 -
Helicotylenchus dihystera 1,2 779,0 + 668,7 79-2.116 0 0 -
Hemicycliophora sp. 1,2 70%2,5 4-12 0 0 -
Trichodorus giennensis 1,2 28,3 + 19,3 8-67 0 0 -
Pratylenchoides ritteri 0,8 14,5+ 6,5 8-21 0 0 -
Meloidogyne lusitanica 0,4 643,0 - 0,4 2.856,0 -
Rotylenchus sp. 0,4 8,0 - 0 0 -

@Datos correspondientes a una prospeccion realizada entre los meses de junio de 1996 y mayo de 1998 sobre 150 muestras
recogidas en nueve viveros de la provincia de Cordoba, 64 muestras recogidas en tres viveros de la provincia de Sevilla y 47
muestras recogidas en tres viveros de la provincia de Jaén. PIncidencia = porcentaje de muestras de suelo en las cuales fue
‘Media + DE = media aritmética + desviacion estandar del nimero de nematodos de la
especie presentes la alicuota considerada. ®Valores maximo y minimo, respectivamente, registrados en la muestra. °Indica

hallada la especie del nematodo

ausencia de la especie en la muestra de raiz. ‘Dato no consignado
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2.3.2.3. Analisis de la similitud entre los viveros estudiados

El andlisis de la similitud entre los diferentes viveros estudiados, basado en la

distribucién de nematodos fitoparasitos identificados, muestra un dendrograma en el que se

agrupan los viveros en funcion de la provincia a la que pertenecen, independientemente del

genotipo de olivo que se considere (Fig. 2.8). El grupo mas homogéneo y con mayor

similitud (47%) esta formado por cinco de los ocho viveros de la provincia de Jaén, junto con

el vivero 111 de Cdrdoba correspondiente a las muestras de ‘Picual’.
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Fig. 2.8. Agrupacion de los viveros estudiados en funcién de la similitud (indice de similitud

de Jaccard) de los nematodos fitoparasitos identificados en cada uno de ellos.
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2.3.3. ANALISIS DISCRIMINADO POR PROVINCIAS

2.3.3.1. Provincia de Cordoba

Treinta especies de nematodos fitoparasitos fueron halladas en las muestras

correspondientes a la provincia de Coérdoba (Tabla 2.10).

De forma similar a lo que se

comprobd en las estadisticas globales, los datos muestran que M. brevidens, con una

incidencia del 62 %, fue la especie presente en un mayor nimero de muestras, seguida por

C. xenoplaxy T.clarus, ambas con una incidencia del 52 %.

Tabla 2.10. Incidencia y densidades de poblacion de nematodos fitoparasitos en suelo y
raices de plantones de olivo en viveros de la provincia de Cérdoba®

Incidencia Nematodos/ Incidencia Nematodos/
Especie one, 100 cm’ suelo en raiz’ g raiz

(%) Media + DE® Rango! (%) Media + DE® Rango®
Merlinius brevidens 62,0 33,5 + 25,2 10-134 0,7 1,2 -€
Criconemella xenoplax 52,0 437,6 + 867,8 13-5.160 12,7 10,2 + 15,7 0,5-54,6
Tylenchorhynchus clarus 52,0 91,5 + 85,2 12-467 of - -
Helicotylenchus pseudorobustus 39,3 58,2 + 53,9 8-224 0 - -
Paratrichodorus teres 31,3 50,4 £ 41,7 6-168 0 - -
Paratylenchus microdorus 29,3 53,4 + 84,4 13-560 3,3 2,6 £3,6 0,5-9,0
Pratylenchus vuinus 28,0 56,8 + 43,9 12-182 14,7 10,7 £ 18,4 0,5-80,8
Pratylenchus thornei 24,0 374 +£37,6 8-168 1,3 0,3+0,0 0,3-0,3
Meloidogyne incognita 20,7 294,7 £ 510,8 18-2.254 10,0 1.639,6 £2.921,0 17,4-11.681
Meloidogyne javanica 19,3 191,6 + 160,2 37-676 16,0 708,5 + 899,0 2,5-3.124,4
Pratylenchus penetrans 18,7 56,6 + 39,3 19-147 4,7 1,5+1,5 0,5-4,8
Paratrichodorus minor 12,0 37,5+ 33,6 9-123 0 - -
Helicotylenchus digonicus 11,3 50,9 £ 61,1 10-260 0 - -
Tylenchorhynchus dubius 10,7 119,1 + 178,4 14-704 0 - -
Paratylenchus arculatus 7,3 329,2 +£ 585,1 31-1.932 3,3 63,1+715 4,6-148,6
Tylenchorhynchus mamillatus 6,0 57,0 £ 41,0 30-138 0 - -
Tylenchorhynchus sp. 6,0 39,7+ 434 6-136 0 - -
Pratylenchus fallax 4,7 86,7 £ 52,5 35-168 2,7 1,5+0,9 0,5-2,6
Xiphinema pachtaicum 4,0 7,0+ 49 3-16 0 - -
Longidorus sp. 2,7 6,5+ 3,1 4-11 0 - -
Hemicycliophora sp. 2,0 7,0+ 4,5 4-12 0 - -
Heterodera avenae 2,0 77,7 £ 115,6 6-211 0 - -
Pratylenchus neglectus 2,0 109,0 + 58,4 69-176 2,0 3,8+43 0,5-8,7
Tylenchorhynchus aduncus 2,0 52,0 + 349 12-76 0 - -
Helicotylenchus vulgaris 1,3 11,5+0,7 11-12 0 - -
Amplimerlinius paraglobigerus 0,7 16,0 - 0 - -
Meloidogyne lusitanica 0,7 643,0 - 0,7 2.856,0 -
Pratylenchoides ritteri 0,7 8,0 - 0 - -
Rotylenchus sp. 0,7 8,0 - 0 - -
Zygotylenchus guevarai 0,7 49,0 - 0 - -

Datos correspondientes a una prospeccion realizada entre los meses de junio de 1996 y mayo de 1998 sobre 150 muestras
recogidas en nueve viveros de la provincia de Cérdoba. ®Incidencia = porcentaje de muestras de suelo en las cuales fue hallada
la especie del nematodo “Media + DE = media aritmética + desviacion estandar del nimero de nematodos de la especie
presentes la alicuota considerada “Valores maximo y minimo, respectivamente, registrados en la muestra. ®Dato no consignado
"Indica ausencia de la especie en la muestra de raiz.

A. paraglobigerus , M. lusitanica, P. ritteri, Rotylenchus sp. y Z. guevarai, estuvieron
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Tabla 2.11. Incidencia y densidades de poblacion de nematodos fitoparasitos en suelo y raices de plantones de olivo en viveros muestreados en la provincia de Cordoba discriminados segun los diferentes cultivares®.

PICUAL ARBEQUINA HOJIBLANCA MANZANILLA CORNICABRA GORDAL OCAL
Especie Inci- Media + DE Media + DE Inci- Media + DE Media + DE Inci- Media = DE Media = DE Inci- Media + DE Media + DE Inci- Media = DE Media + DE Inci- Media + DE Media + DE Inci- Media + DE Media + DE
dencia® (nn/cc suelo)® (nn/gr raiz)‘1 dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz)

Amplimerlinius paraglobigerus 2,0 16,0 0 -€ - - - - - - - - - - - - - - - - -
Criconemella xenoplax 52,9  618,1+ 240,8 9,0 £5,2 56,4  418,5 + 138,6 6,9 4,1 36,7 2552  160,1 0 66,7  472,5 £ 192 23,3+ 15,9 33,3 58,7 + 16,7 0 66,7 87,0 + 1,0 0 100  118,0 £ 40,9 0
Helicotylenchus digonicus 13,7 72,4 £33,9 0 7,7 28,3 £6,8 0 6,7 37,5+£3,5 0 6,7 17 0 11,1 105,00 0 33,3 32,0 0 66,7 22,5+1,5 0
Helicotylenchus pseudorobustus 35,3 40,5 +9,1 0 46,2 46,3 £ 11,5 0 40,0 91,5+ 154 0 46,7 89,1 £31,6 0 44,4 37,5+19 0 - - - - - -
Helicotylenchus vulgaris - - - - - - - - - - - - 22,2 11,50 + 0,50 0 - - - - - -
Hemicycliophora sp. - - - 2,6 4,0 0 6,7 8,5+3,5 0 - - - - - - - - - - - -
Heterodera avenae 2,0 6,0 0 2,6 16,0 0 3,3 211,00 0 - - - - - - - - - - - -
Longidorus sp. 2,0 4,0 0 51 8,0 £3,0 0 3,3 6,00 0 - - - - - - - - - - - -
Meloidogyne incognita 23,5 370,5+198,0 4.297+3692,7 18,0 142,7 £ 40,2 1.283+584,1 23,3  392,7 £ 228,4 1.744,1 +312,7 33,3 188,4 £ 43,6 359,2 + 168,4 - - - - - - - - -
Meloidogyne javanica 11,8 196,5 £ 57,2 469,3+281,5 15,4 199,0 £ 50,9 421,0+£101,4 16,7 1740+ 77,0 89,24 +840,6 40,0 163,3 £ 68,7 1461,6 +643,1 22,2 467,5 +208,5 1.549,1 +478,0 33,3 102,0 243,3 100 98,3 + 16,8 72,2 £ 22,7
Meloidogyne lusitanica 2,0 643,0 2856 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Merlinius brevidens 68,6 30,6 £4,5 0 56,4 30,2 +4,1 0 53,3 419+74 0 60,0 352+94 0 88,9 356+73 0 33,3 12,0 0 66,7 49,0 = 27,0 0
Paratrichodorus minor 3,9 31,5+ 10,5 0 23,1 23,3+6,4 0 10,0 89,7 £ 27,1 0 26,7 33,3+11,4 0 - - - - - - - - -
Paratrichodorus teres 23,5 38,3+ 12,2 0 38,5 62,3 + 13,8 0 23,3 39,9 +£10,9 0 53,3 57,1£9,5 0 33,3 50,0 + 20,7 0 33,3 6,0 0 33,3 80,0 0
Paratylenchus arculatus 17,7 388,1 +212,4 63,1 £31,9 51 64,0 £ 33,0 0 - - - 40,0 37,7 £ 11,0 0 - - - - - - - - -
Paratylenchus microdorus 23,5 31,3+ 59 0 30,8 84,9 + 44,4 9,0 43,3 54,3 + 10,6 1,0£0,3 - - - 11,1 23,0 0 - - - - - -
Pratylenchoides ritteri - - - - - - - - - - - - 11,1 8,0 0 - - - - - -
Pratylenchus fallax 11,8 73,2+ 17,2 1,4+£0,6 - - - 3,3 168 2,0 - - - - - - - - - - - -
Pratylenchus neglectus - - - - - - 10,0  109,0 + 33,7 38+25 - - - - - - - - - - - -
Pratylenchus penetrans 31,4 53,4 +8,5 1,5+0,7 20,5 41,5+123 21 - - - - - - 44,4 99,5 + 23,2 0 - - - - - -
Pratylenchus thornei 27,5 24,5 £ 3,2 0 12,8 31,8+6,1 0,3 333 60,2+ 18,4 0,3 13,3 18 0 556 41,2 % 20,0 0 - - - - - -
Pratylenchus vulnus 11,8 31,5+£8,1 2304 28,2 77,0 £ 12,1 12,1+ 4,6 36,7 31,6 £9,4 22+ 0,5 40,0 92,3 + 23,4 25,6 £ 14,8 33,3 54,3 + 35,9 0 100 36,7 £ 6,4 2,3%+0,9 66,7 88,0 + 21,00 2,1+1,6
Rotylenchus sp. - - - 2,6 8,0 0 - - - - - - - - - - - - - - -
Tylenchorhynchus aduncus - - - - - - - - - - - - - - - 100 52,0 £ 20,1 0

Tylenchorhynchus clarus 56,9 79,7 £ 10,3 0 30,8 67,7 + 14,7 0 76,7 79,2 £ 15,1 0 53,3 58,9 + 11,3 0 66,7 287,2 + 47,7 0 - - - - - -
Tylenchorhynchus dubius 2,0 14,0 0 10,3 235,3+156,7 0 10,0 216,0 £ 72,5 0 40,0 24,3+ 2,8 0 66,7 78,0 £ 11,0 0
Tylenchorhynchus mamillatus - - - 23,1 57,0 £ 13,7 0 - - - - - - - - - - - - - - -
Tylenchorhynchus sp. 3,9 33,5+ 12,5 0 15,4 25,7 £ 11,8 0 - - 6,7 136 0 - - - - - - - - -
Xiphinema pachtaicum - - - 51 10,5+ 5,5 0 3,3 3,00 0 - - - 11,1 3,0 0 66,7 7,5+ 0,5 0 - - -
Zygotylenchus guevarai - - - - - - 3,3 49,0 0 - - - - - - - - - - - -

@Datos correspondientes a una prospeccion realizada entre los meses de junio de 1996 y mayo de 1998 sobre 64 muestras recogidas en tres viveros de la provincia de Sevilla
PIncidencia = porcentaje de muestras de suelo en las cuales fue hallada la especie del nematodo

‘Media £ DE (nn/cm? suelo) = media aritmética + desvio estandar del niimero de nematodos de la especie presentes en 1 cm® de suelo

9Media + DE (nn/gr raiz) = media aritmética + desvio estandar del nimero de nematodos de la especie presentes en 1 gramo de raiz

€Indica ausencia de la especie en la muestra
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presentes en una sola de todas las muestras de suelo evaluadas, con una incidencia del 0,7
% vy constituyéndose, por tanto, en las especies menos frecuentes. La especie mas
abundante entre las muestras de suelo de los viveros de la provincia de Cdrdoba fue M.
lusitanica, con una media de 643 nematodos/100 cm® de suelo. Le siguieron C. xenoplaxy
P. arculatus, con unas medias de 436,6 y 329,2 nematodos/100 cm® de suelo,
respectivamente. En el otro extremo, especies como Longidorus sp., con una abundancia de
6,5 nematodos por cada 100 cm? de suelo, y X. pachtaicumy Hemicycliophora sp., ambas
con 7 nematodos/100 cm®, mostraron ser las mds escasas entre las muestras de suelo de los

viveros de la provincia.

Doce especies de nematodos fitoparasitos fueron aisladas de las muestras de raiz
correspondientes a los viveros de la provincia de Cérdoba. Entre estas especies se hallaron
tres nematodos noduladores (M. incognita, M. javanica' y M. lusitanica), cinco especies de
nematodos lesionadores (P. fallax, P. neglectus, P. penetrans, P. thornei y P. vuinus) y cuatro
nematodos ectoparasitos correspondientes a diferentes grupos (M. brevidens, C. xenoplax, P.
microdorus'y P, arculatus). M. javanica, con una frecuencia del 16,0 %, fue la especie mas
frecuente, mientras que M. lusitanica y M. brevidens, ambas con una frecuencia del 0,7,
fueron las especies menos habituales entre las muestras de raiz. Destacaron por su
abundancia dos especies de nematodos noduladores: M.lusitanica y M. incognita que
presentaron un nimero medio de nematodo por gramo de raiz de 2.856,0 y 1.639,6,
respectivamente. Dos especies de nematodos lesionadores, P. fallax y P. thornei, se
constituyeron, en cambio, en las especies menos abundantes, con unas medias de 1,5y 0,3

nematodos por gramo de raiz, respectivamente.

El andlisis de los datos correspondientes a los viveros de la provincia discriminado
segun cultivares mostré que de las 30 especies halladas en la muestra global tan solo cinco,
C. xenoplax, M. javanica, M. brevidens, P. teresy P. vuinus, pudieron ser aisladas de todos
los cultivares (Tabla 2.11). ‘Arbequina’, con 22 especies, fue el cultivar que presentd la

mayor diversidad.

2.3.3.2. Provincia de Sevilla

Veintiséis especies de nematodos fitoparasitos fueron encontradas en las muestras
prospectadas en la provincia de Sevilla (Tabla 2.12). La especie mas frecuente resultd ser A.
penetrans, con una incidencia del 60,9 %, seguida por M. brevidens con una incidencia del
48,4 %. C. informis, Longidorus sp., P. minor y P. ritteri, todas con una incidencia del 1,6 %,

fueron las especies menos frecuentes. De manera similar a lo que ocurrid en la provincia de
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Cordoba, los nematodos noduladores destacaron por su abundancia. En efecto, la especie
mas abundante entre las muestras de suelo de los viveros de la provincia de Sevilla fue M.
arenaria, con una media de 1.205,2 nematodos/100 cm® de suelo. Le siguid H. dihystera,
con una media de 779,0 nematodos/100 cm? de suelo. Del mismo modo que ocurrié con las
muestras de suelo de Cérdoba Longidorus sp., con una abundancia media de 5,0

nematodos/100 cm? de suelo, resultd ser la especie menos frecuente.

Tabla 2.12. Incidencia y densidades de poblacién de nematodos fitoparasitos en suelo y
raices de plantones de olivo en viveros de la provincia de Sevilla®

Incidencia Nematodos/ Incidencia Nematodos/

Especie si';fo'b 100 cm® suelo en raiz® g raiz

(%) Media + DE° Rango* (%) Media + DE* Rango*
Pratylenchus penetrans 60,9 140,0 + 136,4 15-618 56,3 15,5 + 21,5 1,1-92,6
Merlinius brevidens 48,4 37,7 + 38,9 10-189 0¢ f -
Paratylenchus arculatus 37,5 199,8 + 356,7 7-1.248 3,1 9,7+2,7 7,8-11,6
Tylenchorhynchus SP. 32,8 111,3 + 124,1 13-464 0 - -
Criconemella xenoplax 25,0 353,1 £ 918,2 80-670 3,1 3,9+4,0 1,1-6,8
Pratylenchus vulnus 18,8 85,4 + 80,9 21-288 18,8 11,6 + 28,2 1,0-100,6
Tylenchorhynchus huesingi 18,8 116,9 + 108,8 13-339 0 - -
Pratylenchus thornei 15,6 48,2 £ 50,8 12-184 11,0 9,4+ 104 1,1-25,9
Helicotylenchus digonicus 12,5 280,6 + 384,1 17-046 0 - -
Helicotylenchus pseudorobustus 12,5 114,38 + 108,4 31-352 0 - -
Helicotylenchus vulgaris 12,5 189,8 + 474,6 12-364 1,6 1,4 -
Tylenchorhynchus aduncus 12,5 77,3 + 136,5 12-414 0 - -
Xiphinema pachtaicum 12,5 15,4 + 14,1 2-45 0 - -
Meloidogyne arenaria 9,4 1.205,2 + 2.603,1  68-515 6,3 661,9 £ 1.038,5  30,5-2.200,0
Merlinius microdorus 9,4 62,8 + 60,2 17-164 0 - -
Paratrichodorus teres 7,8 23 +£ 16,3 8-42 0 - -
Helicotylenchus dihystera 4,7 779,0 £ 1.158,3 79-116 0 - -
Paratylenchus microdorus 4,7 13,3+ 3,2 11-17 0 - -
Trichodorus giennensis 4,7 28,3 + 33,5 8-67 0 - -
Tylenchorhynchus clarus 4,7 23,3+ 15,5 12-41 0 - -
Tylenchorhynchus dubius 4,7 18,0 £ 14,0 8-34 0 - -
Zygotylenchus guevarai 3,1 18,0 £ 1,4 17-19 3,1 3,8+5,1 0,2-7,4
Criconemoides informis 1,6 12,0 - 0 - -
Longidorus sp. 1,6 5,0 - 0 - -
Paratrichodorus minor 1,6 32,0 - 0 - -
Pratylenchoides ritteri 1,6 21,0 - 0 - -

3Datos correspondientes a una prospeccion realizada entre los meses de junio de 1996 y mayo de 1998 sobre 64 muestras
recogidas en 3 viveros de la provincia de Sevilla. "Incidencia = porcentaje de muestras de suelo en las cuales fue hallada la
especie del nematodo “Media + DE = media aritmética + desviacion estandar del nimero de nematodos de la especie presentes
la alicuota considerada “Valores maximo y minimo, respectivamente, registrados en la muestra. ®Indica ausencia de la especie
en la muestra de raiz. "Dato no consignado

Ocho especies de nematodos fitoparasitos fueron aisladas de las muestras de raiz.
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Tabla 2.13. Incidencia y densidades de poblacion de nematodos fitoparasitos en suelo y raices de plantones de olivo en viveros muestreados en la provincia de Sevilla discriminados segun los diferentes cultivares®.

PICUAL ARBEQUINA MANZANILLA HOJIBLANCA CORNICABRA PICOLIMON

Especie Inci- Media + DE Media = DE Inci- Media = DE Media + DE Inci- Media + DE Media + DE Inci- Media + DE Media = DE Inci- Media + DE Media + DE Inci- Media + DE Media + DE

dencia® (nn/ccsuelo)* (nn/grraiz)® dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/grraiz) dencia (nn/ccsuelo) (nn/gr raiz)
Criconemella xenoplax 5,6 8,0 0 33,3 877,5% 577,1 39+28 33,3 19,3+ 6,7 0 11,1 17,0 0 50,00 60,0 + 34,7 0 100 102,0 0
Criconemoides informis -€ - - - - - 8,3 12,0 0 - - - - - - - - -
Helicotylenchus digonicus 11,1 168,0 + 58,0 0 22,22 39,6 + 16,8 0 8,3 704,0 0 11,1 1046,0 0 - - - - - -
Helicotylenchus dihystera 5,6 79,0 0 16,67 1.129,0 + 987,0 0 - - - - - -
Helicotylenchus pseudorobustus 5,6 69,0 0 27,77 92,6 £26,9 0 - - - 22,22 191,5 +160,5 0 - - - - - -
Helicotylenchus vulgaris 16,67 22,7 £ 8,2 0 5,6 34,0 0 8,3 1364,0 14 - - - 33,3 190+ 7,0 0 100 14,0 0
Longidorus sp. - - - - - - 8,3 5,0 0 - - - - - - - - -
Meloidogyne arenaria 5,6 68,0 0 5,6 160,0 30,5 8,3 68,0 0 - - - 50,00 2.311,7+2102,7 872,4 +£671,3 - - -
Meriinius brevidens 33,3 27,7+ 4,3 0 83,3 37,3+ 12,2 0 50,00 56,0 + 17,8 0 44,44 27,3+ 10,0 0 - - - - - -
Merlinius microdorus 11,1 73,5 £ 35,5 0 - - - - - - 11,1 31,0 0 50,00 66,3 + 48,8 0 - - -
Paratrichodorus minor 5,6 32,0 0 - - - - - - - - - - - - - - -
Paratrichodorus teres 5,6 10,0 0 5,6 39,0 0 33,3 22,0 £ 10,3 0 - - - - - -
Paratylenchus arculatus 33,3 43,8 + 12,4 0 38,88 364,7 +£ 169,3 97+1,9 25,00 23,3+8,1 0 66,7 313,2 £195,1 0 33,3 14,5+ 3,5 0 - - -
Paratylenchus microdorus - - - - - - 25,00 13,3+ 1,86 0 - - - - - - - - -
Pratylenchoides ritteri - - - 5,6 21,0 0 - - - - - - - - - - - -
Pratylenchus penetrans 66,7 173,9 £ 45,0 194+ 7,9 61,1 98,5 + 23,3 19,4 £ 9,0 75,00 123,8 £ 32,5 13,2+ 3,5 77,77 167,7 £ 79,1 55+ 3,1
Pratylenchus thornei 11,1 34,5+ 19,5 7,8+6,6 5,6 184,0 25,9 16,67 22,0 £ 10,0 1,5 33,3 40,7 + 14,8 19,3 16,7 37,0 1,1 100 26,0 1,9
Pratylenchus vulnus 33,3 94,5 £ 39,7 21,7 £ 15,9 11,1 115,5 £ 78,5 1,2+£0,2 8,3 49,0 1,1 50,00 59,3+ 334 2,1£0,5
Trichodorus giennensis 5,6 67,0 0 - - - 16,67 9,0+1,0 0 - - - - - - - - -
Tylenchorhynchus aduncus - - - 5,6 31,0 0 33,3 133,0 £ 93,7 0 - - - 50,00 18,3 £ 4,1 0 - - -
Tylenchorhynchus clarus - - - 5,6 12,0 0 16,67 29,0 £ 12,0 0 - - - - - - - - -
Tylenchorhynchus dubius 16,67 18,0 + 8,1 0 - - - - - - - - - - - - - - -
Tylenchorhynchus huesingi 22,2 210,5 + 66,0 0 16,7 50,7 £ 23,3 0 25,00 31,3+9,2 0 22,22 157,5 £ 18,5 0 - - - - - -
Tylenchorhynchus sp. 33,3 49,3 5,5 0 50,0 54,1 £ 11,7 0 66,7 259,0 £ 61,7 0 - - - - - -
Xiphinema pachtaicum 5,6 45,0 0 - - - 16,67 50+2,0 0 44,44 16,5 + 3,0 0 - - - 100 2,0 0
Zygotylenchus guevarai 11,1 18,0+ 1,0 3,8+3,6 - - - - - - - - - - - - - - -

@Datos correspondientes a una prospeccion realizada entre los meses de junio de 1996 y mayo de 1998 sobre 64 muestras recogidas en tres viveros de la provincia de Sevilla
PIncidencia = porcentaje de muestras de suelo en las cuales fue hallada la especie del nematodo

‘Media + DE (nn/cm?® suelo) = media aritmética + desvio estandar del niimero de nematodos de la especie presentes en 1 cm?® de suelo

9Media + DE (nn/gr raiz) = media aritmética + desvio estandar del nimero de nematodos de la especie presentes en 1 gramo de raiz

¢Indica ausencia de la especie en la muestra
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El grupo trofico representado en mayor nimero fue el de los endoparasitos migratorios, en
particular los lesionadores de raiz, con cuatro especies (P. penetrans, P. thornei, P. vulnus, y
Z. guevarai). Asimismo, pudo recuperarse de las muestras de raiz a una Unica especie de
nematodo nodulador, ausente en la prospeccion efectuada en Cordoba (M. arenaria) y tres
especies de ectoparasitos migratorios (C. xenoplax, P. microdorusy H. vulgaris). Destacaron
por su frecuencia los nematodos lesionadores P. penetrans 'y P. vulnus que encabezaron la
lista con una incidencia del 56,3 y 18,8 %, respectivamente. H. vulgaris, en cambio, sélo
estuvo presente en una de las muestras (1,6 % de incidencia). Nuevamente, un nematodo
nodulador, M. arenaria, se constituyd en la especie mas abundante en las muestras de raiz
con numero medio de 661,9 ejemplares por gramo de raiz. H. vulgaris fue la especie menos
abundante, con una media de 1,6 nematodos por gramo de raiz.

Sélo dos especies de las 26 que fueron identificadas en la provincia, C. xenoplaxy P.
thornei, estuvieron presentes en las muestras correspondientes a cada uno de los seis
cultivares prospectados (Tabla 2.13). ‘Picual’, con 20 especies, fue el cultivar que albergd la
mayor diversidad.

2.3.3.3. Provincia de Jaén

De la prospeccién en la provincia de Jaén se identificaron 20 especies de nematodos
fitoparasitos (Tabla 2.14). La especie mas frecuente fue M. brevidens presente en el 77,8 %
de las muestras. Le siguieron P. microdorusy H. pseudorobustus, con unas incidencias del
53,3 % vy el 46,7 %, respectivamente. H. avenae, T. aduncusy Tylenchorhynchus sp., todas
con una incidencia del 2,2 % fueron las especies menos frecuentes. Como regla general se
comprobaron valores de abundancia media inferiores a los registrados en las otras dos
provincias y P. microdorus, con un promedio de 109,1 nematodos/100 cm? de suelo, fue la
especie mas abundante. Tylenchorhynchus sp., con 12,0 ejemplares/ 100 cm? de suelo fue la
especie que arrojé el nimero medio mas bajo de nematodos en el suelo.

Siete especies de nematodos fitoparasitos fueron aisladas de las muestras de raiz.
La hegemonia en diversidad verificada para las otras dos provincias por parte de los
lesionadores de raiz vuelve a repetirse, ya que este grupo tréfico con cinco representantes
(P. neglectus, P. penetrans, P. thornei, P. vulnus, y Z. guevarai), es el mas numeroso.
Similarmente a lo que ocurrid en la provincia de Sevilla, tan solo una especie de nematodo
nodulador pudo ser aislada y fue, en este caso, M. arenaria. Por Gltimo, también se aisld
de las muestras de raiz C. xenoplax. Repitiendo otra condicion ya verificada en a provincia
de Sevilla las especies mas frecuentes en las muestras de raiz fueron los nematodos
lesionadores P. penetrans y P. vulnus con una incidencia de 31,1 % y 244 %,
respectivamente. C. xenoplax, presente en una sola de las muestras con una incidencia de
2,2 %, fue la especie de menor frecuencia.
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La abundancia con que se presentaron las especies en las muestras de raiz fue, en
términos generales, muy inferior a la que se habia verificado en las otras dos provincias. P.
neglectus fue la especie mas abundante con nimero medio de 10,4 ejemplares por gramo de
raiz. C. xenoplax mostrd ser no sélo la menos frecuente, sino que con una media de solo 0,5

nematodos por gramo de raiz resultd ser también la menos abundante.

De las 20 especies que estuvieron presentes en las muestras de la provincia de Jaén
hubo cinco que pudieron recuperarse de los tres cultivares que conformaron la muestra y
fueron H. pseudorobustus, M.brevidens, P. thornej, P. vuinus, T. clarus'y T. dubius (Tabla
2.15). ‘Picual’ fue el cultivar que presentd mayor nimero de especies ya que solo una, 7.

aduncus, no pudo ser recuperada en las muestras correspondientes a esta variedad.

Tabla 2.14. Incidencia y densidades de poblacion de nematodos fitoparasitos en suelo y
raices de plantones de olivo en viveros de la provincia de Jaén?

Incidencia Nematodos/ Incidencia Nematodos/

Especie si';fo'., 100 cm® suelo en raiz® g raiz

(%) Media + DE* Rango* (%) Media + DE* Rango*
Merlinius brevidens 77,8 34,4 + 26,7 12-112 0° -f -
Paratylenchus microdorus 53,3 109,1 + 353,3 11-1.764 0 - -
Helicotylenchus pseudorobustus 46,7 40,1 £+ 20,6 21-118 0 - -
Tylenchorhynchus clarus 44,4 39,2+ 20,2 81-87 0 - -
Pratylenchus penetrans 35,6 45,2 + 28,6 13-98 31,1 6,1 £6,3 0,5-20,0
Tylenchorhynchus dubius 31,1 83,4 + 78,1 22-101 0 - -
Pratylenchus thornei 28,9 26 + 19,4 10-68 15,6 3,773 0,2-20,0
Pratylenchus vuinus 26,7 80,5 + 49,9 32-178 24,4 79+ 12,0 1,0-40,0
Helicotylenchus digonicus 20,0 34,4 + 14,1 15-61 0 - -
Pratylenchus neglectus 17,8 103,3 + 48,1 42-186 15,6 10,4 + 10,0 1,0-24,0
Criconemella xenoplax 15,6 31,4+ 32,1 10-99 2,2 0,5 -
Zygotylenchus guevarai 15,6 19,1 £6,3 13-31 4,4 53+3,7 2,7-7,9
Meloidogyne incognita 13,3 47,8 £ 42,8 13-128 6,7 54 4,3 2,0-10,2
Amplimerlinius paraglobigerus 8,9 23,8 £ 154 10-42 0 - -
Merlinius microdorus 6,7 98,7 + 80,6 34-189 0 - -
Tylenchorhynchus huesingi 6,7 83+ 3,5 13-252 0 - -
Criconemoides informis 4,4 26,0+ 7,1 21-31 0 - -
Heterodera avenae 2,2 25,0 - 0 - -
Tylenchorhynchus aduncus 2,2 59,0 - 0 - -
Tylenchorhynchus sp. 2,2 12,0 - 0 - -

?Datos correspondientes a una prospeccion realizada entre los meses de junio de 1996 y mayo de 1998 sobre 47 muestras
recogidas en seis viveros de la provincia de Jaén. Incidencia = porcentaje de muestras de suelo en las cuales fue hallada la
especie del nematodo “Media + DE = media aritmética + desviacién estandar del nimero de nematodos de la especie presentes
la alicuota considerada dValores maximo y minimo, respectivamente, registrados en la muestra. °Indica ausencia de la especie
en la muestra de raiz. "Dato no consignado
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Tabla 2.15: Incidencia y densidades de poblacién de nematodos fitoparasitos en suelo y raices de plantones de olivo en viveros
muestreados en la provincia de Jaén discriminados seguln los diferentes cultivares®.

PICUAL ARBEQUINA CORNICABRA

Especie Incidencia® Media3 + DE . Media + DEcI Incidendia Media + DE Media = I?E Incidencia Media + DE Media + I?E

(nn/cm’ suelo) (nn/gr raiz) (nn/cc suelo) (nn/gr raiz) (nn/cc suelo) (nn/gr raiz)
Amplimerlinius paraglobigerus 9,1 21,3 £10,3 0 € - - 16,7 31,0 0
Criconemella xenoplax 18,2 34,7 +13,8 0,5 - - - 16,7 12,0 0
Criconemoides informis 6,1 26,0 £5,0 0 - - - - - -
Helicotylenchus digonicus 27,3 34,4 +4,7 0 - - - - - -
Helicotylenchus pseudorobustus 42,4 42,4 +£6,2 0 50,00 34,3 £13,3 0 66,7 36,3+£2,2 0
Heterodera avenae 3,0 25,0 0 - - - - - -
Meloidogyne incognita 15,2 54,8 + 19,6 7,2 +3,1 - - - 16,7 13,0 2,0
Merlinius brevidens 81,8 36,0 £5,8 0 66,7 278 £ 6,1 0 66,7 30,0 £0,9 0
Merlinius microdorus 9,1 98,7 = 46,5 0 66,7 45,0 £ 124 0 - - -
Paratylenchus microdorus 51,51 34,2 £5,6 0 - - - 66,7 475,8 +429,6 0
Pratylenchus neglectus 24,24 103,2 £17,0 10,4 + 3,8 - - - - - -
Pratylenchus penetrans 42,4 47,0 + 8,1 6,2+1,9 - - - 33,33 32,5+6,5 4,1
Pratylenchus thornei 33,33 27,0 £6,3 4,2 +3,2 16,7 23,0 0,2 16,7 18,0 0
Pratylenchus vulnus 12,1 79,5 £31,9 11,1 +9,7 66,7 74,5 + 16,8 33+£0,9 66,7 87,5+ 31,0 9,8 +5,2
Tylenchorhynchus aduncus - - - - - - 16,7 59,0 0
Tylenchorhynchus clarus 39,4 38,0 £5,6 0 83,33 41,8+ 11,5 0 33,33 40,0 £ 8,0 0
Tylenchorhynchus dubius 30,3 87,0 £27,3 0 16,7 42,0 0 50,0 853+414 0
Tylenchorhynchus huesingi 9,1 83,0 £2,0 0 - - - - - -
Tylenchorhynchus sp. 3,0 12,0 0 - - - - - -
Zygotylenchus guevarai 18,2 20,2 £2,6 53+26 - - - 16,7 13,0 0

@Datos correspondientes a una prospeccion realizada entre los meses de junio de 1996 y mayo de 1998 sobre 47 muestras recogidas en seis viveros de la provincia de

Jaén

PIncidencia = porcentaje de muestras de suelo en las cuales fue hallada la especie del nematodo
‘Media £ DE (nn/cm? suelo) = media aritmética + desvio estandar del niimero de nematodos de la especie preentes en 1 cm?® de suelo
9Media + DE (nn/gr raiz) = media aritmética + desvio estandar del nimero de nematodos de la especie preentes en 1 gramo de raiz

¢Indica ausencia de la especie en la muestra
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2.4. DISCUSION

2.4.1 ASPECTOS ECOLOGICOS

2.4.1.1. Habitat y distribucion de los nematodos encontrados

Las especies de nematodos fitoparasitos encontradas en las prospecciones son
componentes usuales de la nematofauna presente en suelos agricolas y ambientes naturales
en Andalucia y/o Espafa (Castillo et a/., 1985; Castillo, 1988; Gdmez Barcina et al., 1989;
Jiménez Guirado et al., 1976), a excepcion de M. lusitanica, P. ritteriy T. aduncus. Gran
parte de las especies pertenecientes al orden Tylenchida se han citado previamente
asociadas a ambientes naturales (i.e., A. paraglobigerus, C. informis, H. vulgaris, P. fallax, P.
microdorus, T. clarus, T. dubius), debido a que éstos presentan una nematofauna asentada y
generalmente mas diversificada que los suelos agricolas (Yeates y Bongers, 1999). Sin
embargo, otras se han citado frecuentemente en suelos agricolas asociadas a diferentes
cultivos herbaceos y/o lefosos (i.e.,C. xenoplax, H. digonicus, H. dihystera, H.
pseudorobustus, M. brevidens, M. microdorus, Meloidogyne spp., P. neglectus, P. thornei, P.
vulnus, T. mamillatus, Z. guevarai, etc.) (Bello, 1979; Gémez Barcina et a/., 1989; Talavera y
Tobar Jiménez, 1997; Tobar Jiménez, 1984).

Asimismo, las cuatro especies de longidoéridos también han sido citadas en Andalucia
y/o Espafa, en ambientes naturales (i.e., 7. giennensis, P. teres) (Decraemer et al., 1993) o

en suelos cultivados (i.e., P. minory X. pachtaicum) (Arias et al., 1985; Navas et al., 1988).

Tres de las especies halladas en las prospecciones no habian sido citadas
previamente en Espafna, si bien existia constancia de su presencia en ambientes
circunmediterraneos y de Europa meridional. M. lusitanica fue descrita originalmente
infectando olivo en Portugal (Abrantes y Santos, 1991), y desde entonces no ha habido
mencidn acerca de su presencia en ningun otro pais. Asimismo, 7. aduncus fue citada por
primera vez en el area suboccidental de Francia y, desde entonces, ha sido hallada en
diversas areas cultivadas y naturales de Italia (Vovlas y Cham, 1981). A. ritteri fue aislada en
ambientes naturales y tierras cultivadas situados en regiones meridionales de Francia e Italia,

respectivamente (Vovlas y Inserra, 1978).

En este estudio y sin excepcion, cuando una determinada especie se halld
provocando infeccion en raiz, la misma estaba presente en el sustrato que acompafiaba al

plantdn. Este hecho resulta previsible para aquellos plantones propagados por
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enraizamiento de estacas lefiosas. El Unico origen posible para las poblaciones de
nematodos endoparasitos que pudieran hallarse en el interior de las raices previamente al
comienzo de la crianza son las formas infectivas presentes en el sustrato viveristico utilizado
para la implantacion de la estaca. Hasta ese momento, la estaca no ha tenido contacto con
ningun otro sustrato y, como se sefal6 anteriormente, ningin nematodo fitoparasito del olivo
esta presente en drganos aéreos. Los plantones obtenidos por estaquillado semilefioso, en
cambio, antes de la crianza pasan por una etapa de enraizamiento en perlita y una,
facultativa, de endurecimiento, generalmente en turba (ver 2.1.1.1). Aunque no existe
documentacién suficiente sobre infestaciones de nematodos fitoparasitos en turba,
habitualmente se asume que tales sustratos no los contienen. Trabajos recientes realizados
en nuestro laboratorio confirman esa presuncion. En efecto el aislamiento de nematodos
sobre turba proveniente de plantones de olivo en etapa de endurecimiento en viveros
comerciales solo permitid la identificacion de especies de nematodos saprofitos de los
géneros Acrobeles sp., Eucephalobus sp., Plectus sp., Rhabditis sp., (Castillo, datos no

publicados).

2.4.1.2. Distribucion proporcional por taxones

La clasificacion en drdenes de las especies de nematodos fitoparasitos halladas en la
presente prospeccion arroja una proporcion de un 13 % correspondiente al orden
Dorylaimida y un 87 % correspondiente al orden Tylenchida. Esta distribucién proporcional
de las especies fitoparasitas entre los dos grupos taxondmicos principales resulta bastante
coincidente con la registrada en prospecciones realizadas en ambientes similares en
Andalucia. Pefia-Santiago (1990) en una prospeccion de la nematofauna en olivares adultos
de la provincia de Jaén encuentra que el 9,3 % de los nematodos fitoparasitos pertenecia al
orden Dorylaimida, mientras que el resto (90,7%) pertenecia al orden Tylenchida. Asimismo,
Talavera et al. (1999) en una prospeccidén en el suelo asociado a plantones de especies
forestales en un vivero de Andujar (Jaén), encontré que el 12,5 % de las especies

encontradas pertenecia al orden Dorylaimida.

Analogamente, la distribucion proporcional por familias registrada en la prospeccion
efectuada por Talavera et al. (1999) resultd, muy similar a la que se comprobd en nuestro
trabajo. Estos autores citan ocho especies pertenecientes a siete familias, cuyo porcentaje
de incidencia es el siguiente: Pratylenchidae (25 %), Belonolaimidae (12,5 %),
Criconematidae (12,5 %), Heteroderidae (12,5 %), Hoplolaimidae (12,5 %), Longidoridae
(12,5 %) y Tylenchulidae (12,5 %). Podemos observar que todas las familias encontradas
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en la prospeccidon de Talavera et al. (1999) estuvieron presentes a su vez en la efectuada en

el presente trabajo.

2.4.1.3. Agrupacion jerarquica por agregados de comunidades

El dendrograma que ilustra la agrupacion jerarquica por agregados segun el indice
de similaridad de Jaccard (Fig. 2.9) muestra que entre los distintos viveros considerados
existe una separacion incompleta, pero manifiesta, de acuerdo con la provincia de origen.
Asimismo, esto sugiere que la composicion nematoldgica, considerada en términos
cualitativos de ausencia-presencia, se encuentra influida de alguna manera por el origen de
los sustratos viveristicos utilizados en cada caso. Asimismo, la composicién nematoldgica de
cada sustrato de origen depende de factores relacionados con las caracteristicas edaficas y
climaticas propias de cada ambiente (Yeates, 1999), o bien estar vinculada a la historia
agricola de los lotes a partir de los cuales fueron recogidos los sustratos. En cualquier caso,
estas condiciones estan asociadas con el origen del sustrato y podrian explicar la
discriminacion por provincias observada. Sin embargo, este patron de segregacién no pudo
observarse considerando los diferentes cultivares que se presentaban en cada provincia.
Esto puede sugerir que no existen grandes diferencias de susceptibilidad entre los cultivares
de olivo estudiados, o simplemente que las infestaciones de los sustratos viveristicos son

homogéneas y se mantienen en los diferentes lotes de sustrato utilizados por cada vivero.

2.4.2. NEMATODOS FITOPARASITOS PRESENTES EN LA
PROSPECCION Y SU RIESGO POTENCIAL EN OLIVO

2.4.2.1. Especies de habito ectoparasitico

M. brevidens, con una incidencia del 61,4, fue el nematodo mas frecuente en
nuestras prospecciones. Esta especie, junto con otras de los géneros Merlinius y
Tylenchorhynchus y otras pertenecientes a la subfamilia Telotylenchinae forman el grupo
conocido bajo la denominacién comin de “stunt nematodes” (Siddiqgi, 2000). Se trata de
especies polifagas y cosmopolitas que forman parte de la nematofauna habitual de praderas,
bosques vy tierras cultivadas. Su presencia se ha asociado con reducciones de crecimiento en
tréboles (Hasan y Jain, 1987), cebada (Jones, 1979), maiz (Griffin, 1964), tabaco (Shepherd
y Barker, 1990), cruciferas horticolas (Khan, 1969) y plantas forestales de vivero (Riffle,
1972). El habito alimenticio de M. brevidens ha sido estudiado para comprobar que su

penetracion nunca va mas alld de las células epidérmicas (Bridge y Hague, 1974). Su
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capacidad patogénica ha sido comprobada en gramineas (Upadhyaya y Swarup, 1981; Griffin
y Assay, 1996). Si bien la abundancia media con que la especie fue recuperada de las
muestras en la presente prospeccion (34,5 nematodos/100 cm® de suelo) supera
ampliamente la que fue necesaria para provocar reducciones de crecimiento sobre Agropyron
spp. en condiciones experimentales (2 nematodos/cm® de suelo, Griffin y Assay, 1996), no
cabe esperar que, aln en esas condiciones, pudiera provocar ninguna reduccion significativa
del vigor en plantas lefosas, independientemente de la edad de las mismas. La bibliografia
nematoldgica en ningln caso permite identificar a esta especie como un posible patégeno de
importancia en especies frutales (Cohn y Duncan, 1990; Nyczepir y Halbrendt, 1993,
Nyczepir y Ole Becker, 1998). Similares consideraciones pueden realizarse al evaluar el
riesgo nematoldgico de 7. clarus, T. dubius, o T. huesingi, por tratarse de especies muy

proximas entre si, tanto desde el punto de vista filogenético como ecoldgico.

C. xenoplax, constituyd otra especie especialmente destacable en nuestra
prospeccion ya que, con una incidencia del 39,0%, se constituyd la segunda mas frecuente.
Se trata de una especie de amplia distribucién (Nyczepir y Halbrendt, 1993) que, si bien
puede sobrevivir parasitando plantas herbaceas, se reproduce fundamentalmente sobre
especies lefiosas (Zehr et al, 1990a). C. xenoplax pertenece al grupo de los “ring
nematodes” o "nematodos anillados”y parasita un nUmero muy amplio de frutales. Se ha
indicado como agente responsable de reducciones de vigor y predisposicion a otros factores
de estrés en nogal (Lownsbery et al, 1978), ciruelo (Mojtahedi y Lownsbery, 1975) y
almendro (McKenry, 1985). Asimismo, se ha mostrado particularmente virulento en
melocotonero, donde causa (en asociacion con otros factores) el sindrome complejo
denominado “Peach Tree Short Lifé’ (Nyczepir et al., 1983). La revision de los antecedentes
no permite especular sobre la existencia de una estrecha asociacion entre esta especie y el
olivo. Prospecciones efectuadas sobre raiz o rizosfera del cultivo han permitido detectar la
presencia de otras especies del género Criconemella, tales como C. informis y C.
sphaerocephala (Pefia-Santiago, 1990), y C. sicula (Vovlas, 1982). También se han hallado,
con relativa frecuencia, especies pertenecientes a otros géneros de la subfamilia
Criconematinae, tales como Criconemoides spp. (Jiménez Millan et a/.,, 1965; Hirschmann et
al.,, 1966; Diab y El-Eraki, 1968; Sconamiglio et a/,, 1968; Gallo y Giménez, 1976; Fiume,
1978; Vlachopoulos, 1991), Criconema spp. (Mehta y Raski, 1971; Pefia-Santiago, 1990;
Vlachopoulos, 1991) y Ogma spp. (Mehta y Raski, 1971; Inserra y Vovlas, 1981; Abrantes et
al., 1987). Sin embargo la Unica cita de C. xenoplax es de Hashim (1983a) que encuentra a
esta especie en olivares adultos de la region de Kerak (Jordania). La circunstancia de que la

especie no haya sido encontrada con frecuencia asociada al olivo no resulta, por si sola,
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suficiente para excluirla del complejo que pudiera significar un riesgo nematoldgico para el
olivo. La abundancia media con que esta especie se presenta en nuestra prospeccion induce
a pensar que, bajo condiciones apropiadas, la infeccidn podria ocasionar perjuicios en el
crecimiento y desarrollo del olivo. Ritchie (1986) comprobd que densidades de poblacion de
entre 38 y 83 nematodos/100 cm® de suelo pueden dar lugar a la muerte de plantas de
melocotonero. La abundancia media encontrada en nuestra prospeccion supera en mas de
cuatro veces el limite maximo de ese rango. Por otra parte, la patogenicidad de otro
nematodo anillado, Ogma rhombosquamatum (Mehta y Raski) Andrassy ha sido demostrada
sobre olivo (Vovlas y Inserra, 1981). C. xenoplax, una especie de habitos fundamentalmente
ectoparasiticos, puede comportarse ocasionalmente de forma diferente. Ciancio y Grasso
(1998), estudiando el parasitismo de esta especie en nogal demuestran que ademas del
tipico habito ectoparasitico, en esta combinacién nematodo-planta huésped es muy frecuente
el habito semiendoparasitico (también citado ocasionalmente por otros autores, i.e., Wescott
y Hussey, 1992). Asimismo, indican que el tipo de parasitismo de C xenoplax
probablemente dependa de la estructura y rigidez de las raices de la planta huésped. La
incidencia relativamente elevada con que este nematodo se detecté en muestras de raiz en
nuestra prospeccion (8,43 %), confirma este tipo de comportamiento también en olivo.
Ademas, otro motivo que alerta sobre el potencial patogénico de las especies de la subfamilia
Criconematinae, es la posibilidad de que interactien sinergisticamente con hongos patdgenos
de suelo. Esta circunstancia ha sido comprobada en pecan (Carya illinoensis (Wangenh.) K.
Koch), para el nematodo Criconemoides quadricornis (Kirjanova) Raski, y los hongos
fitopatdgenos Fusarium solani (Mar.) Sacc. y Pythium irregulare Buisman (Hsu y Hendrix,
1973).

Otro grupo con una elevada incidencia en las prospecciones realizadas corresponde
a los “nematodos espirales’ (" spiral nematodes”), constituido por especies de los géneros
Helicotylenchus, Rotylenchus, Scutellonema y otros. Se trata también de nematodos
ectoparasitos, aunque muestran un mayor grado de evolucidon y adaptaciéon al parasitismo
que las especies anteriores. Juveniles y adultos penetran el tejido radical intracelularmente,
utilizando para ello su estilete moderadamente robusto. Generalmente en su penetracion
llegan hasta el tejido cortical y mantienen la parte anterior del cuerpo dentro de la raiz, si
bien no llegan a establecer sitios permanentes de alimentacion (Siddigi, 2000). En plantas
herbaceas (i.e., maiz) la penetracién en los tejidos mas tiernos puede llegar a ser mas
profunda, y algunos autores lo consideran un habito semiendoparasitico (Windham, 1998).
La infestaciéon de suelo con elevadas poblaciones de H. pseudorobustus ha sido asociada con

decaimiento y pérdida de vigor en ciertas plantas lefiosas como platano, Platanus occidentalis
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L. (Churchill y Ruehle, 1971) y granado, Punica granatum L. (Hashim, 1983b). Por otra
parte, la capacidad patogénica de otras especies del género Helicotylenchus sobre el olivo ha
sido comprobada en condiciones de campo y controladas. Graniti (1955) observd en Italia
que H. erithrynae (Zimmerman) Golden causaba necrosis de las raices del olivo y atribuyo a
este dafio una clorosis gradual que observd en los apices de las hojas. Diab y El-Eraki
(1968) comprobaron que la exposicion de plantones de olivo durante 6 meses a H. dihystera
(Cobb) Sher inducia un retraso en el crecimiento y una reduccion en el desarrollo del sistema
radical. Inserra et al. (1979a) observaron que H. oleae Inserra, Vovlas y Golden presentaba
un parasitismo endoparasitico sobre raices de olivo y que provocaba lesiones necréticas
sobre las raices funcionales. Aunque en la literatura nematoldgica no existen antecedentes
experimentales sobre la capacidad reproductiva de H. pseudorobustus en olivo como para
poder establecer una asociacidén entre la planta y el parasito, esta especie ha sido aislada
previamente de raices y rizosfera de plantas de olivo implantadas en regiones
circunmediterraneas. Hirschmann et al. (1966) la encontraron en olivo en Grecia y Hashim
(1983a) lo cita también sobre olivo en Jordania. Cabe destacar, por otra parte, que si bien
H. pseudorobustus no estuvo presente en la prospeccion realizada en Jaén por Pefia-
Santiago (1990), otra especie del mismo género, H. digonicus, resultd la mas abundante en
su investigacion. Todos estos antecedentes explorados nos conducen a considerar a H.

pseudorobustus, como una especie de riesgo potencial moderado para el olivo.

Un parasitismo similar al descrito para los grupos anteriormente mencionados es el
causado por el grupo cominmente conocido como “nematodos alfiler" ('pin nematodes”).
A este grupo pertenecen todas las especies de la subfamilia Paratylenchinae, que incluye a
los géneros Paratylenchus Micoletzky, Cacopaurus Raski, y Gracilacus Thorne (Siddigi, 2000).
Se trata de nematodos extremadamente pequefios de habito tipicamente ectoparasito que,
dependiendo de la longitud de su estilete, pueden alimentarse sobre las células epidérmicas
o sobre las células del tejido cortical. La presencia de estos nematodos ha sido citada con
frecuencia sobre especies lefiosas. P. neoamblycephalus Geraert parasita manzano,
albaricoquero y melocotonero en Australia, Europa y América del Norte (Fisher, 1967). G.
epacris (Allen y Jensen) Goodey ha sido implicada en una enfermedad del nogal negro en
California (Allen y Jensen, 1950) y P. capitatus (Adams y Eichenmuller) Siddigi y Goodey ha
sido asociada con la muerte de robles en Virginia (Adams y Eichenmuller, 1962). Cacopaurus
pestis Thorne es uno de los principales nematodos del nogal implantado sobre pie Juglans
regia L. (Nyczepir y Halbrendt, 1993). Otras especies lenosas huéspedes de esta especie son
el naranjo amargo, el adlamo, el rosal y la lila (Scotto La Massese, 1972). Sconamiglio et al.

(1968) citan varias poblaciones del género Paratylenchus (no identificadas especificamente) y
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Gracilacus sp., asociadas con plantas adultas de olivo en la regién centro-este de Italia, con
una incidencia del 82 y 8 %, respectivamente en muestras de suelo. En una prospeccion de
caracteristicas similares en Calabria (Sur de Italia) Fiume (1978) encuentra una incidencia de
Paratylenchus spp. del 23 %. Inserra y Vovlas (1981) citan a G. peratica en diversas
provincias olivareras del centro y sur de Italia. Este mismo nematodo, junto con
Paratylenchus vandenbrandei De Grisse formaba parte de la lista de especies que Inserra et
al. (1976) habian identificado como asociadas con el decaimiento de olivos adultos en
provincias del sur de Italia. En Espafia, Pefia-Santiago (1990) en una prospeccion sobre
olivos adultos en la provincia de Jaén citd Paratylenchus baldacciiRasky y P. microdorus con
incidencias moderadas (10,1 y 13,2%, respectivamente). No existen evidencias experimentales
que permitan anticipar una patogenicidad severa de Paratylenchus spp. sobre el olivo.
Observaciones histopatoldgicas sobre raices de olivo naturalmente infectadas por G. peratica
(Inserra et al., 1976), sugieren un habito semiendoparasito que deberia ser considerado en
estudios de patogenicidad. Asimismo, nuestros resultados indican que P. microdorus pudo
aislarse en muestras de raiz, lo que confirma las especulaciones sobre el comportamiento
semiendoparasitico de las especies de este género. No obstante, la literatura nematoldgica
indica que habitualmente los nematodos de este grupo sélo ocasionan dafos severos cuando
alcanzan densidades de poblacion elevadas. Sharma y Sharma (1987), comprobaron que
para provocar reducciones de crecimiento en melocotonero era necesaria la inoculacién con
poblaciones iniciales de Paratylenchus prunii Sharma, Sharma y Khan de 2.000
nematodos/100 cm® de suelo, y estos niveles de indculo solo podrian alcanzarse muy
excepcionalmente en olivo. Sconamiglio et a/. (1968) Unicamente pudieron verificarlo en una
de las 50 muestras que conformaron su prospeccion. El niveles medio de indculo detectado
en nuestro estudio (79,1 nematodos/100 cm® de suelo) resulta significativamente inferior al
nivel mencionado como necesario para provocar una patogenicidad mensurable e incluso la
méxima (1.764 nematodos/100 cm?® de suelo). Por esta razdn, este grupo de nematodos

puede ser considerado de importancia menor o leve para el olivo.

Finalmente debemos considerar las cinco especies pertenecientes al orden
Dorylaimida que, con frecuencias relativamente bajas, estuvieron presentes en nuestra
prospeccion: Longidorus sp., X. pachtaicum, P. minor, P. teres y T. giennensis. Estas
especies se consideran, por regla general, como parasitos importantes de los arboles
frutales, no tanto por el dafo directo que pueden ocasionar como por su participacion
potencial en la transmisidn de virus fitopatdgenos (Taylor y Brown, 1997). Cuatro nepovirus
han sido citados en olivo: i.e., el nepovirus del mosaico del Arabis (ArMV) (Savino et al.,

1979), el nepovirus de la mancha anular latente de la fresa (SLRV) (Marte et al., 1986), el
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nepovirus del enrollamiento de la hoja del cerezo (CLRV) (Savino y Gallitelli, 1981) y
nepovirus de la mancha anular latente del olivo (OLRV) (Savino et al, 1983). No se ha
podido comprobar experimentalmente la responsabilidad de ninguna especie de nematodo
en la trasmisidn de estas virosis en olivo, sino que la misma se infiere a partir del
conocimiento recogido para otras especies, en el caso de ArMV, CLRV y SLRV (Lamberti,
1981), y de analogias estructurales en el caso de OLRV. La transmisién de ArMV, CLRV y
SLRV ha sido atribuida fundamentalmente a X. diversicaudatum (Micoletzky) Thorne, cuya
presencia ha sido citada en el norte y el centro de Espafa (Navas et al., 1988). Hasta el
momento no se ha comprobado la responsabilidad del Unico nematodo daga presente en
nuestra prospeccion (X. pachtaicum) en la transmision de virus al olivo. Sin embargo esta
especie se incluye en el grupo de especies conocido como Xjphinema americanum sensu lato
(Di Silvestro y Tacconi, 1998), asociados a la transmision de virosis de importancia
econdmica en frutales. Ademas, el caracter latente que presentan estas infecciones y la
dificultad de detectarlas advierten sobre la posibilidad de que esta especie pudiera transmitir
virosis potencialmente severas. Del mismo modo, otra circunstancia que sugiere no
despreciar la potencialidad patogénica de este nematodo en el olivo es la cita de Diab y EI-
Eraki (1968) sobre el dano directo ocasionado en olivo por X. elongatum Schuurmans

Steckhoven y Tenuissen.

2.4.2.2. Especies de habito endoparasitico migratorio

Diversas especies de nematodos lesionadores de raiz (" root-lesion nematodes”)
pertenecientes a los géneros Pratylenchoides, Pratylenchus, y Zygotylenchus fueron
encontradas en nuestra prospeccién con incidencia variable. P. penetrans'y P. vuinus, se
detectaron en el 31,8 % y el 25,3 % de los plantones estudiados, respectivamente. Las
restantes especies de este grupo (i.e., P. ritteri, P. fallax, P. neglectus, P. thornej, y Z
guevarai) se aislaron con una escasa incidencia en raiz (Tabla 2.6). Este grupo esta formado
por nematodos endoparasitos migratorios que presentan adaptaciones morfoldgicas
adecuadas a penetrar y alimentarse sobre los tejidos internos de las raices (Siddigi, 2000).
Entre estas adaptaciones figura la dotacion de una regidn labial ensanchada y fuertemente
esclerotizada, y la presencia de un estilete muy robusto. Muchos representantes de la familia
Pratylenchidae constituyen un problema fitopatoldgico limitante en diversas plantas lefosas
de importancia econdémica. Un complejo formado por varias especies del género
Pratylenchus, entre las que destaca AP. coffeae, constituye un gravisimo problema
fitopatoldgico en el cafeto, al cual ataca tanto en vivero como en la plantacién establecida,

llegando a provocar en ataques severos la muerte de la planta (Campos et al.,, 1990). A.
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coffeae constituye igualmente la especie de mayor importancia econdmica dentro del
complejo de nematodos lesionadores que atacan a los citricos y, en condiciones controladas,
se ha comprobado que provoca reducciones de crecimiento de hasta un 38 % (Duncan y
Cohn, 1990). Muchas especies de arboles frutales de clima templado se ven del mismo
modo afectadas seriamente por el parasitismo de los nematodos lesionadores. Cuatro
especies del género Pratylenchus (P. brachyurus, P. coffeae, P. penetrans'y P. vuilnus) son
consideradas de importancia econdmica en este sentido. De las cuatro especies que forman
este grupo, P. penetrans es la que esta mas ampliamente distribuida y probablemente sea la
mas conocida y difundida de todos los nematodos lesionadores que atacan frutales (Nyczepir
y Halbrendt, 1993). De cualquier forma, la mayoria de los trabajos sobre patogenicidad
sugieren que esta especie constituye un problema solo en zonas de clima frio. Asimismo, P.
vulnus presenta una distribucion geografica muy amplia y ocupa el segundo lugar en
importancia, entre los nematodos lesionadores que atacan a los frutales de clima templado.
A diferencia de P. penetrans, se asume que P. vuinus constituye un problema fitopatoldgico
para frutales en zonas de clima moderadamente calido (Corbett, 1974), y Pinochet et ai.
(1991) lo han calificado como el mas importante de los nematodos lesionadores que atacan a

los arboles frutales en la region mediterranea.

La patogenicidad de P. penetrans ha sido ampliamente verificada con evidencias
experimentales y observaciones en campo, tanto de reduccién del crecimiento como de
alteraciones anatomo-histopatoldgicas en frutales de hueso (Szczygiel y Danek, 1976; Mai y
Parker, 1967) y frutales de pepita (Abawi y Mai, 1990; Townshend, 1990). Asimismo,
evidencias experimentales de la patogenicidad de P. vuinus también han sido obtenidas para
frutales de hueso (Pinochet et al, 1993a, 1996a; Hernandez-Dorrego et al, 1999) y de
pepita (Fernandez et al., 1992). Tanto P. penetrans como P. vulnus han sido encontradas
parasitando olivo en multiples ocasiones. La referencia mas incontrastable de una asociacion
entre el olivo y el género Pratylenchus, probablemente sea la aportada por Sconamiglio et al.
(1968), que en una prospeccion de olivares adultos efectuada en provincias del centro-este
de Italia senalaron una incidencia del 100 %. En otra prospeccion en provincias meridionales
de Italia sobre olivos de edad media, Inserra et al. (1976) encuentran que P. vulnus resultd
la especie mas importante, tanto por frecuencia como por abundancia, e indican que A.
vulnus puede ser una amenaza para la olivicultura de la Regién Mediterranea.
Analogamente, esta especie también ha sido detectada en olivo en regiones mas
septentrionales de Italia como Toscana y Umbria (Inserra y Vovlas, 1981), en Argelia
(Lamberti et al. 1975) y Estados Unidos (Serr y Day, 1949). P. penetrans también estuvo

presente en la prospeccion efectuada por Inserra et al. (1976) en el sur de Italia, si bien con
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una frecuencia y abundancia inferior a la registrada para P. wu/nus. Hashim (1983a)
encontrd a P. penetrans en una prospeccion que realizd en olivares implantados de Jordania.
Por Ultimo, esta especie fue también asociada al olivo en la provincia de Jaén por Pefia-
Santiago (1990).

La patogenicidad de P. wulnus sobre olivo fue demostrada, en condiciones
controladas por Lamberti y Baines (1969b) e Inserra et al. (1981). Por otra parte existen
evidencias experimentales sobre la existencia de una interaccion sinérgica entre P. penetrans
y V. dahliae, el agente causal de la Verticilosis del olivo. Dicha interacciéon fue comprobada
para P. penetrans en fresa Fragaria vesca L. (McKinley y Talboys, 1979) y patata Solanum
tuberosum L. (Rowe et al.,1985; Riedel et al, 1985; Wheeler y Riedel, 1994). Asimismo,
también se ha documentado la existencia de una interaccion sinérgica entre otro hongo del
mismo género, V. albo-atrum Reinke y Berthold, y tanto P. penetrans como P, vuinus en el
arbol del balsamo Myroxylon balsamum (L.) Harms (Mller, 1977). Por todo ello, con los
antecedentes expuestos P. penetransy P. vulnus deben ser considerados como nematodos
con un claro riesgo potencial para el crecimiento y establecimiento de futuras plantaciones de

olivo.

Sin embargo, la capacidad patogénica de las restantes cinco especies de nematodos
lesionadores de raiz (P. ritteri, P. fallax, P. neglectus, P. thorneiy Z. guevarai) con escasa
incidencia en raices de plantones de olivo ha sido demostrada Unicamente en patosistemas
que implican especies herbaceas. Algunos ejemplos documentados son: trigo-A. fallax
(Bocquet, 1975), cebada-P. neglectus (Wolny, 1989) y garbanzo-P. thornei (Castillo et al.,
1998a, 1998b). No obstante, algunas de estas especies han sido citadas en asociacién con el
olivo, i.e., P. neglectus en Grecia (Hirschmann et al., 1966), Italia (Inserra et al., 1976) y
Jordania (Hashim, 1983a) y Espafa (Pefia-Santiago, 1990); P. thornei, en Jordania (Hashim,
1983a); y Z guevarai en Espafa (Pefa-Santiago, 1990). Los resultados obtenidos en nuestra
prospeccion indican que este grupo de nematodos son capaces de penetrar en las raices del
olivo (a excepcidn de P. ritteri, todas las especies fueron aisladas en muestras de raiz). Sin
embargo, no existen datos sobre su capacidad reproductiva en olivo que nos permitan
predecir la condicion del olivo para mantener e incrementar poblaciones de estos patdgenos.
La presencia de estas especies entre las muestras estudiadas parece deberse a poblaciones
residuales originadas en el ambiente de donde provienen los diferentes sustratos que
pudieron ocasionar infecciones ocasionales en las raices jovenes de los plantones sin haber
podido continuar su ciclo reproductivo con normalidad. Ademas, en algunos casos, las
poblaciones podrian haberse visto incrementadas como consecuencia de su reproduccidn en

huéspedes herbaceos que acompafiaban al plantdn de olivo en los contenedores. La
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literatura nematoldgica relacionada con frutales no permite especular sobre un importante
potencial patogénico de estas especies en los mismos. Por lo tanto, este grupo de
nematodos lesionadores debe ser considerado de importancia menor para el crecimiento del
olivo, aunque previamente habria que demostrar su capacidad reproductiva sobre plantones

de olivo en condiciones controladas.

2.4.2.3. Especies de habito endoparasitico sedentario

Evaluaremos a continuacion la importancia potencial para el olivo de los
nematodos noduladores de raiz (“root-knot nematodes”), que forman un grupo de gran
relevancia econdémica, fundamentalmente en regiones tropicales y subtropicales donde
parasitan un grupo muy extenso de plantas cultivadas. Este grupo de nematodos muestra el
grado mas sofisticado de adaptacion al parasitismo. Se trata de tipicos endoparasitos
sedentarios que inducen sitios permanentes de alimentacién en torno a los tejidos vasculares
de la raiz y provocan transformaciones histoldgicas, anatdmicas y citolégicas que garantizan
el aporte de nutrientes necesario para completar el ciclo reproductivo y la proteccién
mecanica de los huevos. Algunas de estas especies pueden representar un riesgo potencial
tan grave que merecen ser consideradas en el presente trabajo, a pesar de que su incidencia
en las muestras estudiadas haya mostrado valores relativamente bajos. Cuatro especies de
este grupo, M. incognita, M. javanica, M. arenaria'y M. lusitanica han sido encontradas en
nuestra prospeccién con incidencias del 14,6, 11,1, 2,7 y 0,4 %, respectivamente. M.
incognita, M. javanica'y M. arenaria, son las tres especies mas importantes del género y
constituyen un grupo homogéneo que destaca por su amplio rango de huéspedes herbaceos
y lefiosos y su extenso ambito geografico de dispersion (Jepson, 1987). Las tres o al menos
alguna de ellas han sido citadas en Espafa y el resto del mundo sobre una amplia gama de
frutales que incluye granado, guayabo, higuera, kiwi, litchi, manzano, morera, nogal,
palmera, papaya, peral y todas las especies cultivadas de los géneros Prunus'y Citrus (Bello,
1983; Nyczepir y Halbrendt, 1993; Nyczepir y Ole Becker, 1998). M. incognitay M. javanica
probablemente constituyan las dos especies asociadas al olivo de forma mas cosmopolita, ya
que entre las dos relnen citas que agotan practicamente la totalidad del area de dispersién
del cultivo. M. incognita ha sido encontrada en Italia (Inserra y Vovlas, 1981), India (Sethi et
al., 1988), Jordania (Hashim, 1979), Libano (Saad y Nienhaus, 1969), Libia (Edongali, 1989),
Argentina (Doucet et al. 1997) y Australia (McLeod et al., 1997). M. javanica fue citada en
asociacion con el olivo en Chile (Jiménez, 1982), China (Yang y Zhong, 1980), Egipto (Diab y
El-Eraki, 1968), Grecia (Hirschmann et al., 1966), Italia (Inserra y Vovlas, 1981), Jordania
(Hashim, 1979) y Estados Unidos (Lamberti y Lownsbery, 1968). M. arenaria parece
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presentar un grado menor de asociacion con el olivo. Su presencia ha sido citada
Unicamente en dos paises olivareros: Chile (Jiménez, 1982) y China (Yang y Zhong, 1980).
Aunque no existe ninguna cita previa a este trabajo que mencione la presencia de
Meloidogyne spp. sobre olivo en Espafia, esta circunstancia de ninguna manera debe
considerarse un atenuante del posible riesgo nematoldgico de estas especies en Espafia, sino
mas bien una consecuencia de la escasez de estudios nematoldgicos sobre olivo y la falta de
analisis exhaustivos del sistema radical en los realizados. Sin embargo, las prospecciones
efectuadas previamente en otros paises y la llevada a cabo en este trabajo demuestran que
el olivo es un huésped favorable para la reproduccién de los nematodos noduladores mas
cosmopolitas. Por tanto, la posibilidad de encontrar infecciones en olivares implantados o en
plantas de vivero dependera del origen e historia agricola del suelo utilizado para su
implantacién, que podria haber estado cultivado con huéspedes susceptibles a estos
nematodos y haber incrementado su poblacidn. Observaciones efectuadas sobre la
composicion nematoldgica de ambientes naturales andaluces (Jiménez Guirado et al., 1976;
Castillo, 1988) indican que Meloidogyne spp. no suele encontrarse en suelos sin historia
previa de explotacion agricola. Las prospecciones nematoldgicas realizadas en Espafia sobre
olivo (S.Jacob et al, 1959; lJiménez-Millan et al, 1965; Pefa-Santiago, 1990)
probablemente han sido realizadas sobre olivares antiguos implantados en terrenos virgenes
o en los cuales no se habia desarrollado otro cultivo susceptible que pudiera incrementar la
poblacién de Meloidogyne spp. Sin embargo, la expansidn de las fronteras del olivo hacia
terrenos de campifia no marginales, el uso de aguas de riego de superficie potencialmente
contaminadas y el empleo de terreno agricola como sustrato viveristico, permite auspiciar un

incremento continuado en el tiempo de las infestaciones de suelos en olivar.

La patogenicidad de Meloidogyne spp. sobre olivo ha sido verificada en trabajos
experimentales previos. Lamberti y Lownsberry (1968) observaron reducciones en el peso
de plantones de olivo de los cultivares ‘Ascolano’ y ‘Manzanillo” infectados artificialmente por
M. javanica. Lamberti y Baines (1969a) ampliaron los resultados de esta investigacion
incluyendo otra variedad (‘Sevillano”) y otras dos especies (M. arenaria y M. hapla) para
confirmar reducciones de vigor en los plantones, comprobar respuestas diferenciales en los
diferentes cultivares y verificar que las dos especies afnadidas al estudio resultaban menos
patogénicas que M. incognita y M. javanica. Inserra et al. (1981) comprobaron la
reproduccién de M. incognita sobre seis cultivares diferentes de olivo y verificaron la
presencia de alteraciones histopatoldgicas en raiz debidas al parasitismo de este nematodo.
Abrantes et al (1992) profundizaron en el conocimiento acerca de las alteraciones

anatdmicas e histoldgicas que provoca M. javanica sobre el olivo. Recientemente, Sasanelli
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et al. (1997) confirmaron la patogenicidad de M. incognita'y M. javanica sobre olivo y la
presencia de reacciones diferenciales entre diferentes cultivares. Todos estos antecedentes
indican que M. arenaria, M. incognitay M. javanica deben ser consideradas como especies de

nematodos que pueden limitar potencialmente el crecimiento y desarrollo del olivo.

M. lusitanica es un nematodo nodulador que se describid a partir de una poblacién
aislada en olivares de Portugal (Abrantes y Santos, 1991). Posteriormente Abrantes et al.
(1992) comprobaron la patogenicidad de la especie sobre el olivo al evaluar las relaciones
huésped-parasito que se establecian La imposibilidad de incrementar poblaciones en un
huésped habitualmente apropiado para la reproduccion de las especies polifagas de
Meloidogyne spp., como es el tomate, (Abrantes y Santos, 1991), sugiere la existencia de un
parasitismo especifico en olivo. Aunque no se dispone de antecedentes acerca de la
capacidad reproductiva de este nematodo sobre el olivo ni acerca de su potencial de
provocar reducciones de vigor sobre este cultivo, su parasitismo especifico sobre el olivo
sugiere un cierto grado de coevoluciéon de la relacion huésped-parasito. Por este motivo,
aunque la incidencia en nuestra prospeccidon haya sido casi insignificante y por mas que no
existan pruebas consistentes que acrediten la dispersion de la especie en el territorio

espanol, es un nematodo que debe ser considerado.

2.4.2.4. Nematodos fitopatogenos en olivo no detectados en /a

prospeccion

La revision de la literatura nematoldgica relacionada con la presencia de nematodos
fitoparasitos del olivo a nivel mundial nos permite comprobar que algunas especies que se
mencionan como patdgenos potenciales importantes del olivo, no se aislaron en suelo o
raices en nuestra prospeccion. En particular, debemos destacar a 7ylenchulus semipenetrans

Cobb y a Rotylenchulus macrodoratus Dasgupta, Raski y Sher.

7. semipenetrans, el nematodo de los citricos o “citrus nematode’, es una
especie de habito semiendoparasitico altamente especializado que afecta a los citricos en
todas las zonas del mundo en que éstos son cultivados. Este nematodo provoca en los
citricos el sindrome conocido como “slow decline” o declive lento, que origina importantes
pérdidas de cosecha. En su parasitismo, el nematodo introduce la porcion anterior de su
cuerpo en el interior de los tejidos de la raiz hasta una profundidad de varias capas de
células donde termina estableciendo un sitio permanente de alimentacién. Alli provoca
modificaciones en unas pocas células situadas alrededor de la region labial que se
transforman para suministrar nutrientes al nematodo hasta que éste complete su ciclo, por lo

que se denominan “células nodriza”. Este nematodo presenta una cierta especializacion
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parasitica en el rango de huéspedes que ha conducido al establecimiento de tres biotipos o
razas fisioldgicas. Inserra et al. (1980) establecen la diferenciacion de los biotipos,
incluyendo el biotipo citrus, que se reproduce sobre varios géneros de la familia Rutaceae,
olivo, vid y kaki; el biotipo mediterrdneo, que se reproduce sobre los mismos huéspedes con
excepcion del olivo; y el biotipo Poncirus, que se reproduce sobre Poncirus trifoliata (L.) Raf.,

especies del género Gitrus 'y vid.

En California 7. semipenetrans constituye un patdgeno importante del olivo y por la
magnitud del dafio que provoca, se ha equiparado a Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp.
(McKenry, 1994). Su incidencia es mayor en areas donde el olivo convive con citricos y vid, y
puede ser predominante en una amplia variedad de suelos, incluidos aquellos de textura fina,
con porcentajes de arcilla por encima del 50%. 7. semijpenetrans también se ha citado en
olivo en Australia (McLeod et al, 1994). Asimismo, se ha aislado de plantas de olivo en
paises de la Cuenca Mediterranea como Italia, donde Inserra y Vovlas (1981) aislan varias
poblaciones pertenecientes al biotipo Gitrus en olivares del norte del pais y Grecia
(Vlachopoulos, 1991). El biotipo Citrus de T. semipenetrans no se encuentra presente en
Espafa y, en primera instancia, esto llevaria a suponer poco probable encontrar al nematodo
parasitando plantas de olivo en el pais. En efecto, algunos autores consideran que la
ausencia de un determinado biotipo en un area explica que no se encuentren infestaciones
sobre los huéspedes susceptibles exclusivos. Inserra y Vovlas (1981), por ejemplo, atribuyen
no haber encontrado al nematodo de los citricos en las prospecciones efectuadas en regiones
meridionales de Italia al hecho de que en esa zona solo estd documentada la presencia del
biotipo mediterraneo. Verdejo et a/. (1997), en cambio, afirman que la aparicion de todos
los biotipos en Espaia sélo es cuestion de tiempo, considerando que la distribucién de las
razas fisioldgicas esta determinada por la presencia de los huéspedes, mas que por factores
climaticos, edaficos o ambientales de otra clase. Si nos atenemos a este criterio la aparicion
del nematodo de los citricos en viveros de Andalucia podria ser inminente, sobre todo en

aquellas zonas donde coexisten los citricos, la vid y el olivo, hliespedes del biotipo Citrus.

R. macrodoratus forma parte de los denominados “nematodos reniformes’ o
“reniform nematodes’. Se trata de especies que constituyen un estadio transicional entre los
nematodos ectoparasitos vermiformes y los endoparasitos sedentarios con formas globosas
(Siddiqi, 2000). Las hembras maduras, aunque se comportan semiendo-parasiticamente
pueden penetrar con sus estiletes hasta tejidos relativamente profundos como el periciclo y
el floema, donde provocan transformaciones en las células préximas a la region labial con
objeto de convertirlas en sumideros metabdlicos que aporten todos los nutrientes necesarios

para completar el ciclo reproductivo. A diferencia de los nematodos reniformes de mayor
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importancia econdémica, Rotylenchulus reniformis Linford y Oliveira y R. parvus (Williams)
Sher, que tienen dispersion mundial, el habitat de R. macrodoratus se encuentra restringido
al area mediterranea (Inserra y Vovlas, 1980). Se ha citado en Francia (Scotto La Massese,
1973), Israel (Cohn y Mordechai, 1976), Grecia, Italia y Malta (Inserra y Vovlas, 1974) y. por
esta razdn, recibe el nombre comun de “nematodo reniforme del meditérraneo”. En Italia R.
macrodoratus se reconoce como uno de los nematodos asociados con mayor frecuencia al
olivo desde que Inserra et al. (1976) identificaran esta especie en olivares del sur con una
incidencia del 20 %. Asimismo, Inserra y Vovlas (1981) aislaron nuevamente varias
poblaciones de R. macrodoratus en la totalidad de las areas olivareras italianas, con
excepcion de Cerdefia. La condicion del olivo como huésped apropiado para esta especie fue
confirmada por Inserra et al. (1981) que consiguieron reproducirlo adecuadamente en la raiz
de siete cultivares de olivo de amplia difusidn en Italia (i.e., ‘Ascolana’, ‘Frantoio’ y ‘Leccino’).
Similarmente, Vovlas (1983) estudié las alteraciones histopatoldgicas producidas por R.
macrodoratus en otro frutal susceptible como el pistacho. Si bien este nematodo no ha sido
detectado sobre olivo en Espafa, recientes estudios en nuestro laboratorio han identificado
una poblacion de una especie afin, R. macrosoma Dasgupta, Raski y Sher., asociada con

acebuche en la provincia de Cadiz (Castillo, datos no publicados).

2.4.3. CONSIDERACIONES FINALES

En la introduccion del presente capitulo hemos destacado la importancia de la
exclusion como medida paliativa del riesgo en la proteccidn vegetal. En este sentido y en el
caso particular del olivo, la eleccidn de plantones sanos es la primera medida de la que
dispone el olivicultor para evitar el establecimiento de ciertos agentes fitopatdgenos en el
olivar establecido. Cuando existe un programa de certificacion sanitaria implementado
adecuadamente el olivicultor puede proveerse de material vegetal con garantia de cumplir
estandares minimos de calidad en lo que respecta a la presencia de determinados
organismos fitopatdgenos. En Espafia la posibilidad de adquirir plantones de olivo con
certificacion y pasaporte fitosanitario esta contemplada por el Reglamento Técnico de Control
y Certificacion de plantas de vivero de frutales (RD 929/1995) y las modificaciones impuestas
al mismo por el RD 1678/1999 (ver 2.1.3.2). Sin embargo, en la practica, la aplicacion de las
normas previstas en los decretos mencionados encuentra serias dificultades de aplicacién
que determinan que, segin nuestro conocimiento, en Andalucia no existan viveros adheridos
a dicho programa. Por otra parte, la existencia de la norma no ha tenido la difusién
necesaria para que los olivicultores conozcan su existencia y de esta manera exijan a los

viveristas la produccién de plantas certificadas.
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Aln suponiendo que la adhesion al Programa de Certificacion de plantones de olivo
fuese una practica habitual entre los viveristas, resta considerar si las normas especificas
dispuestas en el reglamento para los nematodos fitoparasitos resultan, por un lado,
aplicables y, por otro, utiles a los propdsitos que se plantea el documento. En efecto, las
normas de certificacion sanitaria para el olivo se realizaron siguiendo las indicaciones
efectuadas a nivel del Organismo Europeo y Mediterraneo para la Proteccion de las Plantas
(OEPP, 1988), que considerd fundamentalmente el resultado de prospecciones efectuadas en
Italia y en Portugal, no suficientemente contrastadas en Espafa (Chomé Fuster, 1998). La
norma impone, por ejemplo, que tanto el terreno de plantacién como el sustrato empleado
en cada una de las etapas de la produccidon del material certificado deberan estar “libres de
Verticililium dahliae y nematodos transmisores de virus”. Esta recomendacion resulta
claramente ambigua. El empleo de estos términos genéricos sugiere que existe mas de una
especie involucrada en la transmisidon de nepovirus en olivo, mientras que el esquema donde
la OEPP publica sus recomendaciones menciona solo a X. diversicaudatum, tal como cabe
indicar a partir de lo que se recoge en la literatura nematoldgica. Por otra parte, tampoco
esta demostrada la responsabilidad de esta especie en particular en la transmision del SRLV,
el AMV y el CLRV al olivo, ya que, hasta la fecha, han fallado todos los intentos para
encontrar un vector especifico de suelo involucrado en la transmisidon de estos nepovirus en
olivo (Barba, 1993). Ante esta escasez de informacion necesaria para la elaboracion de una
norma adecuada, un criterio de exclusién podria incluir, por ejemplo, a cualquier especie del
género Xiphinema, pero en ningun caso parece apropiado hacerla extensiva a un grupo tan
amplio y diverso como el que se sugiere con “nematodos transmisores de virus”. El caracter
esporadico y leve con que se presentan estas virosis en las zonas olivareras, y
particularmente en las espafolas, parece desaconsejar claramente aplicar una criterio tan
amplio y restrictivo. En otro sentido, la norma impone que para que el material de
propagacién logre la condicion de CAC (conformis agrarias communitatis) debe presentarse
sustancialmente libre, entre otros patégenos, de Meloidogyne spp. Los resultados de nuestra
prospeccion y los antecedentes recogidos sugieren hacer extensiva esta condicion a P, vuinus
y P. penetrans.

Ante una situacion como la que se presenta en Espaia, donde el nimero de viveros
productores de plantas de olivo adheridos al Programa de Certificacion es escaso o nulo,
otros criterios basados en la seleccion de los establecimientos de acuerdo a su prestigio
empresarial 0 a la observacion de normas de calidad en el proceso de produccién podrian
resultar utiles a los fines de la exclusidon. En efecto existen establecimientos comerciales que
adoptan, de forma voluntaria y a titulo particular, programas de control de la calidad
sanitaria de los plantones que producen (Pinochet, 1998). Sin embargo los resultados
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obtenidos en la presente prospeccidon sugieren que no existe ningun criterio que, entre los
viveros andaluces, permita orientar al olivicultor de forma apropiada en la eleccion de
plantones con un nivel aceptable de calidad sanitaria. La muestra incluida en nuestra
prospeccion abarcd toda la diversidad existente de establecimientos y, aln asi, la incidencia
en viveros de los cinco nematodos endoparasitos con elevado riesgo potencial (M. arenaria,
M. incognita, M. javanica, P. penetrans y P. vuinus) fue muy elevada: el 94,4 % de los
viveros presentd infestaciones de al menos una de esas cinco especies. Esto sugiere que, en
Andalucia y para las condiciones vigentes hasta la fecha, la eleccidn de un vivero en funcién
de estandares subjetivos de calidad no constituye una garantia de provision de plantas

sanas.

El Reglamento Especifico para la Produccion Integrada del Olivar (ver 2.1.3.2)
representa una oportunidad para introducir la exclusion como practica fitosanitaria entre los
olivicultores o al menos entre los que se adhieren al programa. Sin embargo, para esta
norma en particular, se deben considerar las mismas apreciaciones realizadas hasta aqui
sobre la necesidad de adecuar la norma en lo referente a la elaboracion de la lista de
especies a excluir. Por otra parte, los sistemas de certificacion pueden fracasar debido a
problemas en la aplicacién practica de los sistemas de inspeccion. En este sentido cabe
recomendar que las normas sean suficientemente claras, que se estipulen protocolos de
laboratorio de aplicacion sencilla y que se garantice la capacitacion de los inspectores, sobre
todo en lo referente a la identificacién de los patégenos a excluir.

Ademas de constituirse en un factor que puede determinar reducciones de vigor en
los plantones y diseminar patdgenos en el terreno de plantacion, la presencia de nematodos
fitoparasitos en el material de propagacion representa un elemento de riesgo desde la
perspectiva del sector viverista exportador. En efecto, la presencia de ciertas especies puede
no representar una amenaza desde el punto de vista fitopatoldgico en el caso particular del
olivo, pero, en cambio, puede repercutir en el fracaso de operaciones comerciales dada su
condicion de especies de cuarentena en los paises hacia los que los viveros espafoles dirigen
sus exportaciones. Algunas de las especies de nematodos encontradas en la presente
prospeccion, por ejemplo, figuran entre la lista de especies de cuarentena Al (plagas y
enfermedades de importancia econémica potencial para el area protegida y aun no presentes
en las mismas) provista por el COSAVE (Comité de Sanidad Vegetal del Cono Sur). Tal es el
caso de P. fallax, especie de cuarentena Al para el area completa del COSAVE y P.
penetrans, especie de cuarentena Al en Chile (COSAVE, 1999).
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3.1. INTRODUCCION

Las prospecciones que se han descrito en el capitulo anterior dieron lugar a la
identificacion de las especies de nematodos fitoparasitos que infestan los sustratos y/o
infectan el sistema radical de plantones de olivo en viveros comerciales de Andalucia.
Posteriormente, el analisis de los antecedentes experimentales en la literatura
fitonematoldgica nos ha conducido a determinar las especies que podrian representar el
mayor riesgo para el crecimiento de los plantones durante la fase de crianza en vivero y su
posterior desarrollo en las nuevas plantaciones de olivar. En este sentido debemos destacar
los nematodos noduladores, Meloidogyne arenaria, M. incognita y M. javanica, y los
lesionadores de raiz, Pratylenchus penetrans 'y P. vulnus, que aparecen como las especies
que podrian provocar mayor perjuicio o pérdidas del vigor sobre los plantones de olivo.
Otras especies, entre las que se incluye el nematodo anillado Criconemella xenoplax, los
nematodos espirales del género Helicotylenchus y nematodos lesionadores de raiz
pertenecientes a otras especies diferentes a las mencionadas anteriormente, podrian

catalogarse como nematodos fitoparasitos de riesgo potencial moderado.

La literatura fitonematoldgica recoge alguna informacion sobre la capacidad de
ciertas especies de nematodos fitoparasitos para establecer relaciones compatibles de
parasitismo en el olivo y causar reducciones de crecimiento en el mismo (Lamberti y Baines,
1969a y b; Sasanelli et al, 1997). Sin embargo, este tipo de informaciéon no se encuentra
disponible de forma exhaustiva para todas las especies de nematodos fitoparasitos que se
han diagnosticado de interés como consecuencia de las prospecciones realizadas en el
presente trabajo. El trabajo experimental correspondiente al presente capitulo pretende
responder de forma sistematica a interrogantes relativos a la patogenicidad de estas
especies sobre olivo, incluyendo la compatibilidad huésped-parasito y el efecto del

parasitismo del nematodo sobre el crecimiento del huésped.

Para responder a estos interrogantes en el presente capitulo se han planteado los

siguientes objetivos particulares:

1. Evaluar la capacidad reproductiva de determinadas especies de
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nematodos fitoparasitos sobre plantones de olivo ‘Arbequina’ y
‘Picual’,
2. Determinar la capacidad patogénica de poblaciones de nematodos

noduladores (Meloidogyne spp.) y lesionadores de raiz (Pratylenchus

spp.) sobre plantones de olivo ‘Arbequina’ y ‘Picual’.

3.1.1. CONCEPTO DE PATOGENICIDAD EN NEMATOLOGIA

El término patogenicidad se emplea habitualmente en Patologia Vegetal para
expresar la capacidad de un organismo de inducir enfermedad o bien la cantidad de perjuicio
fisioldgico causado al huésped por la presencia de un microorganismo patégeno (Shaner et
al, 1992). Si bien persiste la controversia acerca de si los nhematodos que atacan a las
plantas deben ser considerados como microorganismos parasitos o patdgenos, la
Nematologia aplica la terminologia utilizada por la Fitopatologia para hongos y bacterias
(Triantaphyllou, 1987). Por esa razon el término “patogenicidad”, en el ambito de la
Nematologia, conserva una significacion ambivalente que expresa por un lado un concepto
cualitativo (caracterizacion de la capacidad de una especie dada para establecer una relacion
huésped-parasito compatible con una planta determinada) y por otro un concepto
cuantitativo (definicion de diferencias en la expresion del perjuicio causado en la planta). A
fin de establecer una diferenciacion entre los conceptos que convergen en la definicion se
recomienda, en Nematologia, distinguir entre patogenicidad propiamente dicha (mayor o
menor capacidad de un nematodo fitoparasito de reducir el crecimiento de una planta
huésped) y agresividad (capacidad de una poblaciéon o raza de nematodo fitoparasito para
reproducirse sobre el huésped) (Shaner et al, 1992). Esta Ultima definicion enlaza el
concepto de agresividad con el de “capacidad reproductiva”, término vinculado
estrechamente con el concepto clasico de patogenicidad en nematologia y que describiremos

posteriormente con mas precision.

En conclusiéon, podemos decir que el concepto amplio de patogenicidad en
Nematologia involucra el establecimiento de una relacion parasitica en el huésped y la
puesta en marcha de fendmenos propios del parasitismo que desembocan en un perjuicio de
la fisiologia de la planta huésped. Por tanto, a continuacién consideraremos los aspectos
nematoldgicos generales que se encuadran dentro del término amplio de patogenicidad,
como son el concepto de capacidad reproductiva y las bases citoldgicas y fisioldgicas

asociadas a la reduccion del crecimiento y el rendimiento de la planta.
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3.1.2. COMPATIBILIDAD PLANTA HUESPED - NEMATODO
FITOPARASITO Y CAPACIDAD REPRODUCTIVA

3.1.2.1. Concepto de capacidad reproductiva: significacion biologica y su

empleo en nematologia en frutales

Tal como se ha mencionado en el apartado 3.1.1, en Nematologia “patogenicidad”
implica, en primer lugar, considerar el establecimiento de una relacién huésped-parasito
compatible. Es decir, podemos afirmar que una especie o poblacién de nematodo fitoparasito
puede considerarse patdégena de una determinada especie o cultivar de planta sélo cuando
entre ambos se establece una relacion huésped-parasito compatible. Por otra parte, hablamos
de compatibilidad cuando la asociaciéon entre ambos organismos, planta y nematodo, permite
al parasito desarrollarse y reproducirse de forma considerable en el huésped (Lewis, 1986).
De esta forma, la capacidad reproductiva de un nematodo dado en una planta se convierte en
una medida del grado de resistencia o susceptibilidad de la planta huésped sobre la que

establece la relacion de parasitismo (Seinhorst, 1969; Taylor, 1971; Wescott y Zehr, 1991).

El parametro que se utiliza habitualmente para medir la capacidad reproductiva de
un nematodo determinado sobre cierto huésped es el “indice" o "tasa de reproduccién” (Rf).
Este parametro resulta de calcular el cociente entre las poblaciones final (Pf) e inicial (Pi) del
nematodo en la planta. Dada su utilidad para definir el grado de resistencia de una planta el
valor Rf resulta una herramienta muy apropiada en los programas de mejora genética
vegetal a la hora de evaluar el comportamiento de diferentes genotipos de la planta huésped
frente a la infeccion por nematodos (Fassuliotis, 1979). Asimismo, la tasa de reproduccién
resulta igualmente apropiada en ciertos nematodos como Meloidogyne spp., para definir la

gama de huéspedes de una especie o raza fisioldgica (Sasser, 1979).

Si bien existe un acuerdo acerca de que la tasa de reproduccién Rf es un indicador
numérico adecuado de la compatibilidad huésped—parasito, en fitonematologia no existen
escalas que permitan de un modo inequivoco y universal otorgar una calificacién en el
intervalo de “agresivo-no agresivo” o “susceptible-resistente” a partir del valor de la tasa de
reproduccién. No obstante, es evidente que factores reproductivos inferiores a la unidad
conducen necesariamente a la desaparicion de la poblacion del nematodo a corto o medio
plazo y que factores reproductivos superiores a la unidad llevan a un incremento de dicha
poblacién. En frutales, Marull y Pinochet (1991) sugieren calificar como de “no huésped” a
aquellas especies o cultivares que determinen un Rf < 1, “huésped pobre” a aquellas con un

1 < Rf < 1,5; y de “huésped” a aquellas con un Rf > 1,5.
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La tasa de reproduccidn ha resultado un parametro muy Util en estudios de
Nematologia de arboles frutales. En este sentido cabe mencionar su inclusién sistematica en
multiples investigaciones para la evaluacion del comportamiento de diferentes porta-injertos
frente a nematodos noduladores y lesionadores de raiz (Marull et a/, 1990, 1991; Marull y
Pinochet, 1991; Pinochet et a/, 1989, 1991, 1992b, 2000). Asimismo, este parametro ha
sido empleado para determinar la capacidad de Prunus spp. Yy Pyrus communis L. de
comportarse como huéspedes susceptibles de los nematodos lesionadores de raiz P.vuinus,
P. neglectusy P. thornei. (Pinochet et al., 1991) y para definir el rango de huéspedes de P,
vuinus entre una serie de porta-injertos correspondientes a diferentes arboles frutales
(Pinochet et al., 1992c).

En los trabajos mencionados anteriormente se utilizé la capacidad reproductiva del
nematodo fundamentalmente para caracterizar variantes culturales o especificas del
huésped. Sin embargo, en otras areas de la Nematologia de frutales la tasa de reproduccion
ha tenido el propdsito basico de caracterizar variantes patogénicas dentro de una misma
especie de nematodo. Este ha sido el caso del platano, donde diversas poblaciones de
Radopholus similis han sido evaluadas en su comportamiento patogénico por su capacidad
reproductiva en la planta (Sarah et al, 1993; Fallas et a/, 1995; Hahn et al, 1996). En
términos estrictos, la capacidad reproductiva de un nematodo sélo vale para interpretar la
patogenicidad cuando se la refiere a su huésped especifico. Sin embargo, en el caso del
cultivo de platano se ha encontrado que existe una buena correlacion entre la capacidad
patogénica de diferentes aislados de R. similis y la tasa de reproduccion de los mismos en

cultivos axénicos sobre discos de zanahoria (Fallas y Sarah, 1995; Stoffelen et a/., 1999).

3.1.2.2. La compatibilidad planta-nematodo a través de las diferentes

etapas del parasitismo y su vinculacion con la capacidad reproductiva

El ciclo de infeccion de un nematodo fitoparasito, considerando el transcurso de una
generacion completa, puede concebirse como una sucesion de fases. Cada una de estas fases
estd mediada por los mecanismos propios de la interrelacién huésped-parasito, sobre todo en
aquellas especies mas evolucionadas de nematodos endoparasitos sedentarios (Lewis, 1986).
Podemos concebir que el cociente entre el nimero de individuos al comienzo de una fase vy el
nimero de individuos al final de la misma depende de una tasa variable de acuerdo con las
caracteristicas de cada uno de los organismos que conforman el patosistema. Al cabo de un
ciclo de infeccion o del periodo que se haya establecido, el balance de la totalidad de las fases
se traduce en un resultado que nos da la medida de la compatibilidad entre planta y nematodo

y cuya expresion numérica es la tasa de reproduccion.
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En la figura 3.1 se presenta un ejemplo de esquema de las diferentes fases de un
ciclo de infeccidn, en un ejemplo aplicable basicamente a Meloidogyne spp.. En el mismo, el
periodo que transcurre entre el estado de huevo y la diferenciacion sexual se considera como
“etapa regresiva”. En efecto, sélo una fraccion de los huevos que conforman el indculo a
partir del cual se inicia el ciclo de infeccidn (parametro Pi en la formula de Rf), llegara a
convertirse en hembras fértiles. A su vez, hasta llegar a este Ultimo estado, el nimero
remanente de individuos sera cada vez menor, segin se pase de una fase a la sucesiva.
Una vez que ha tenido lugar la diferenciacion sexual, comienza en las hembras la
reproduccion propiamente dicha, con o sin fecundacion segun la biologia de cada especie: se
producen los huevos que, como tales o una vez eclosionados, conformaran el indculo de la
segunda generacion o ciclo de infeccidon (parametro Pf de la formula de Rf). En esta fase de
reproduccion es donde tiene lugar la ganancia neta en términos de poblacion, y por eso nos

referimos a ella como “etapa progresiva”.

ETAPA
PROGRESIVA

Reconocimiento
y migracion al
sitio permanente
de alimentaciony

Formacion
de huevos

Localizacion de
las raices del
huésped

compatible

Reconocimiento,
en la superficie
radicular, del
sitio de ingreso
alaraiz

& Eclosion \
de los J, ﬁ

S o

ETAPA REGRESIVA

Fig. 3.1. Fases sucesivas en el ciclo de infeccion de un nematodo fitoparasito y su
vinculacion con la capacidad reproductiva.

Como hemos dicho, cada una de las fases descritas en el esquema esta mediada
por la interrelacion planta-nematodo. Las fases que anteceden al ingreso del nematodo a la
raiz (eclosion de los huevos, localizacion de la raiz y reconocimiento de la superficie radical)
parecen estar influidas en particular por el estimulo que ejercen los exudados radicales,
sobre todo en nematodos formadores de quistes. En muchas especies la eclosion de las
formas juveniles infectivas obedece al estimulo de exudados radicales especificos (Perry,

1987) y este mecanismo explica una mayor o menor amplitud de la gama de huéspedes.
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Esto se verifica especialmente en Heterodera spp. (Tefft y Bone, 1985), aunque ha podido
comprobarse también en otras especies como M. hapla (Brzeski y Hendricks, 1971) y
Rotylenchulus reniformis (Khan, 1985a). Lra localizacion de la raiz por el nematodo también
responde al estimulo de sustancias aleloquimicas o a sefiales fisicas (Perry y Aumann, 1998)
que pueden explicar fendmenos de especificidad parasitica. Lee y Evans (1973) sefialan en
este sentido que, si bien el fendmeno suele ser no especifico, en ocasiones la atraccion que
las raices de una planta determinada ejercen sobre el parasito esta correlacionada con la
capacidad de aquélla de servir como huésped. Aparentemente, aquellas especies con un
rango de huéspedes mas amplio responden a estimulos menos especificos. En el caso, por
ejemplo, de M. incognita, un nematodo con muy baja especializacién parasitica, el
movimiento de los juveniles de segunda edad (J,) hacia las raices parece responder a
gradientes de temperatura (Dusenberry, 1989) y de concentracion de CO, (Dusenberry,
1986; Pline y Dusenberry, 1987). En forma similar, una serie de estimulos fisicos y quimicos
determinan el reconocimiento de la superficie radical y la eleccion del sitio de ingreso a la
raiz. Posteriormente, la migracidon hacia los tejidos donde habra de establecerse el sitio de
alimentacién, también obedece al reconocimiento, por parte del parasito, de caracteristicas

particulares que presenta el huésped compatible en tales tejidos.

La dltima fase de la etapa regresiva, la diferenciacion sexual de los juveniles,
presenta en muchas especies de nematodos fitoparasitos una fuerte vinculacion con
aspectos relacionados con la compatibilidad huésped-parasito. En efecto, al contrario de lo
que ocurre con la mayoria de los animales, en muchas especies de nematodos la
determinacion del sexo esta gobernada por factores ambientales. Una de las circunstancias
que ha mostrado tener mayor influencia en este sentido es la disponibilidad de nutrientes
(Poinar Jr., 1983). Bajo condiciones de deficiencia nutricional, tal como la que puede
presentarse cuando un nematodo parasita a un huésped inadecuado, existe una tendencia al
predominio de machos respecto de hembras en la poblacién. Esta circunstancia se ha
verificado en Globodera rostochiensis (Wollenweber) Behrens (Trudgill, 1967) y en R
reniformis (Khan, 1985b). Del mismo modo, se ha observado que en poblaciones de
Meloidogyne spp. que crecen sobre plantas resistentes, el desarrollo de las hembras se ve
disminuido de forma considerable y esto termina por afectar la proporcion de sexos (Hansen
y Hansen, 1988). Las carencias nutricionales propias de la alimentacion sobre un huésped
no compatible también pueden conducir al desarrollo de hembras estériles o a la incapacidad

de alcanzar la madurez sexual.

El déficit nutricional también puede tener efecto sobre el rendimiento de la etapa
progresiva del ciclo de infeccion. La fecundidad, medida como el nimero de huevos
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producido por una hembra fértil, se ve disminuida ante la carencia de determinados
nutrientes esenciales (Bolla, 1979). Estos efectos se han comprobado fundamentalmente
sobre nematodos saproéfitos o fungivoros (Fisher, 1969; Bottjer et al, 1985), pero la
evidencia recogida por Duncan y Eissenstat (1993) en experimentos llevados a cabo con 7.
semipenetrans sugiere que factores nutricionales afectan la fecundidad también en

nematodos fitoparasitos.

3.1.3. MECANISMOS ASOCIADOS A LA REDUCCION DE
CRECIMIENTO EN PLANTAS PARASITADAS POR NEMATODOS

3.1.3.1. Aspectos generales

El efecto mas aparente del parasitismo de nematodos sobre la planta es una
reduccion general del crecimiento (Dropkin, 1989). Los mecanismos que explican esta
disminucion, y la merma consecuente en los rendimientos, son de naturaleza mdltiple y
compleja y afectan tanto a las células directamente expuestas al parasitismo como a la
planta entera. Segun Sidhu y Webster (1981), los nematodos reducen el crecimiento de las
plantas debido a que destruyen la estructura de las células y consumen o eliminan sus
contenidos, interfirien en los procesos fisioldgicos normales y modifican la expresion genética

en el huésped.

La naturaleza de las alteraciones que los nematodos causan a nivel citoldgico,
histoldgico vy fisioldgico esta determinada fundamentalmente por su habito parasitico. Por tal
entendemos el comportamiento que, desde el momento en que se produce el contacto con
los tejidos radicales, adopta cada especie con el fin de proveerse de los nutrientes que le
suministra la planta huésped. Por este motivo el término “habito parasitico” se asimila
muchas veces a “estrategia de alimentacion” y las especies que comparten caracteristicas
similares en estos aspectos se relinen en “grupos troficos”. Resumiendo conceptos que se
adelantaron anteriormente (ver 2.4.2), recordaremos que dentro de los nematodos que
atacan a las raices podemos distinguir los siguientes grupos troficos: ectoparasitos
migratorios, ectoparasitos sedentarios (semiendoparasitos), endoparasitos migratorios y
endoparasitos sedentarios. El efecto del parasitismo de los nematodos puede dividirse entre
el efecto perjudicial a nivel celular y el que se produce a nivel de procesos fisioldgicos de
planta entera. Inicialmente nos referiremos a los aspectos citopatoldgicos. Para ello,
dirigiremos nuestra atencidn en particular al estudio de tales aspectos en plantas infectadas
por Meloidogyne spp., dentro de los endoparasitos sedentarios, y a Pratylenchus spp., dentro

de los endoparasitos migratorios.
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3.1.3.2. Bases citologicas asociadas a la reduccion de crecimiento en
plantas parasitadas por nematodos

A través de su evolucion, los nematodos fitoparasitos sedentarios han desarrollado
relaciones nutricionales muy especializadas y complejas con sus huéspedes. Esto atiende a
la circunstancia de que, para satisfacer de las demandas inherentes al desarrollo de su
aparato genital y a su reproduccion, estos nematodos deben proveerse de los nutrientes
suministrados por una o por unas pocas células. En efecto, los cambios morfolégicos que el
nematodo sufre cuando llega al sitio permanente de alimentacion determinan una pérdida de
movilidad que serd, en el caso de las hembras, permanente. Estos sitios de alimentacion
deberan soportar prolongadamente la sustraccion de nutrientes por parte del parasito, lo
cual sdlo se hace posible mediante la aparicion de los llamados “cambios adaptativos” en la
célula (Dropkin, 1969). El éxito de la relacion parasitica exige un balance entre la
satisfaccion de las necesidades metabdlicas de la célula y la provisién de los nutrientes
requeridos para completar el ciclo vital del nematodo que, generalmente, nunca es inferior a
los 2 meses (Jones, 1981). La penetracion en las raices la realizan J, a través de algun
punto de la zona subapical donde la endodermis presenta escaso desarrollo y no constituye,
por tanto, una barrera fisica para el ingreso hacia el interior (Wyss et al, 1992). El
nematodo avanza hasta el tejido cortical y una vez alli la migracién continda
intercelularmente hasta llegar al cilindro vascular en diferenciacién (Sijmons et a/,, 1991). El
avance a través del espacio intercelular se realiza recurriendo a la separacion de la laminilla
media por medios mecanicos a través de golpes de estilete, sin haberse precisado hasta la
fecha si también concurren mecanismos enzimaticos en el proceso. Cada juvenil establece
su sitio permanente de alimentacién una vez que alcanza el cilindro vascular (Hussey y
Williamson, 1998). Este sitio consiste en un conjunto de grandes células modificadas
llamadas “células gigantes”, caracterizadas por la presencia de muchos nucleos de gran
tamafo, altamente lobulados, con nucleolos prominentes, un alto nimero de organulos,
citoplasma denso con altas tasas metabdlicas y paredes engrosadas e invaginadas. Los
nematodos absorben los nutrientes del citoplasma directamente o a través de tubos de
alimentacion sintetizados con tal propdsito mediante las secreciones procedentes de las
glandulas subesofagicas dorsales (Hussey y Mims, 1991).

El efecto que el habito parasitico de los nematodos endoparasitos migratorios
provoca a nivel citoldgico e histoldgico es bien diferente. Los nematodos del género
Pratylenchus penetran en la raiz mediante perforaciones realizadas por el estilete que
atraviesan una célula epidérmica y su cortical adyacente (Zunke, 1990). La penetracion

también puede ocurrir a través del punto de emergencia de raicillas laterales o del punto por
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donde ingresaron previamente otros nematodos. Una vez dentro de la raiz, el nematodo
migra intracelularmente a través del tejido cortical perforando las paredes celulares con
sucesivos golpes del estilete. Los nematodos pueden ir alimentandose brevemente de las
células que van alcanzando con su estilete antes de pasar a través de ellas, pero la provision
de nutrientes tiene lugar fundamentalmente al llegar a determinadas células donde la
succién puede durar varias horas. Los cambios que se producen en la célula y que al final
desembocan inevitablemente en su muerte, incluyen pérdida de turgencia e incremento
gradual en el tamano del nucleo. Las células adyacentes al cilindro cortical también se ven
alteradas, y en las mismas puede observarse que ocurre una deposicién de taninos, se
pierde la integridad de las membranas y se degeneran los organulos (Townshend et al.,
1989). Este efecto es mas pronunciado en la endodermis pero puede alcanzar a las células
de la estela. Los nematodos lesionadores nunca penetran hasta llegar al cilindro vascular
(Castillo et al, 1998b). La endodermis ofrece resistencia a ser traspasada por Pratylenchus
spp. y se ha especulado que este fendmeno obedece a una barrera fisica o la poca
capacidad que tiene este tejido de proveer de nutrientes a los nhematodos (Thomason et al.,
1976).

3.1.3.3. Bases fisiologicas asociadas a la reduccion de crecimiento en

plantas parasitadas por nematodos

Los nematodos endoparasitos provocan también alteraciones sobre los procesos
fisiolégicos que involucran a la planta entera. A menudo, tales procesos estan
interrelacionados de tal manera que es dificil caracterizar la secuencia precisa de eventos
que resultan en un efecto perjudicial sobre el crecimiento de la planta. De cualquier manera,
se puede afirmar que todos los efectos del parasitismo del nematodo derivan del dafo
directo que se realiza al sistema radical y, por tanto, todos los perjuicios sobre las funciones
a nivel de planta entera se originan a partir de los desdrdenes verificados en la fisiologia de
la raiz. Por ello, ademas de la disminucion en el crecimiento, los sintomas asociados al
parasitismo por nematodos a menudo son marchitez temporal y signos de deficiencias
nutricionales en las hojas, manifestaciones de alteracién en dos funciones radicales basicas

como son la absorcidn de agua y la nutricion mineral, respectivamente.

Las funciones fisioldgicas alteradas de forma mas dramatica por el parasitismo de
nematodos son aquellas vinculadas al mantenimiento de relaciones hidricas adecuadas
dentro de la planta. Los nematodos provocan una reduccion en la absorcidon de agua debido
a la destruccién mecanica que provocan en las raices y a la consiguiente pérdida de biomasa

funcional (Evans et al., 1977; Meon et al., 1978; Fatemy y Evans, 1982). Sin embargo, se
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sabe que las relaciones hidricas en la planta se ven afectadas en etapas tempranas de la
infeccién cuando el parasitismo aun no ha originado destruccion de tejidos ni ha reducido la
relacion raiz/parte aérea (Meon et al., 1978). El parasitismo origina interrupciones en la
corriente transpiratoria, caso particularmente pertinente en el caso de aquellos hematodos
que afectan a células ubicadas dentro del cilindro vascular. Por otra parte, como respuesta
defensiva de la planta pueden aparecer engrosamientos o deposiciones de metabolitos
secundarios en la pared de las células epidérmicas y endodérmicas que reducen la
permeabilidad de la raiz al agua. Esta situacion se ha verificado en particular en nematodos
lesionadores de raiz, Pratylenchus spp. (Shafiee y Jenkins, 1963). Como consecuencia de los
fendmenos senalados la conductividad hidraulica disminuye en raices sometidas al
parasitismo de nematodos, tal como lo confirman estudios llevados a cabo con Meloidogyne
spp. (Meon et al., 1978; Wilcox-Lee y Loria, 1986) y con Pratylenchus spp. (Kaplan et al.,
1976; Kimpinsky, 1979; Kotcon y Loria, 1986).

Las alteraciones en la relacion agua-planta a nivel radical se traducen en
desordenes hidricos que se verifican en la parte aérea, como son la caida del potencial
hidrico de las hojas y alteraciones en los valores normales de conductividad estomatica,
transpiracion y eficiencia hidrica. La reduccion en el potencial hidrico de las hojas pudo ser
comprobada en plantas inoculadas con Meloidogyne spp. en mdltiples experimentos y
siempre en etapas tempranas de la infeccién (Meon et al., 1978; Wilcox-Lee y Loria, 1986,
1987a). Esta reduccion del potencial hidrico en las hojas no pudo comprobarse en etapas
tempranas de infeccion artificial con Pratylenchus spp. (Kotcon y Loria, 1986), debido
probablemente a la hipotesis sefialada previamente seglin la cual los endoparasitos
sedentarios provocan mas tempranamente caidas en el potencial hidrico a causa del efecto

de cavitacion o embolia a nivel del cilindro vascular.

A pesar de que la conductividad estomatica es una cualidad sujeta a multiples
condiciones ambientales de control y, por tanto, resulta muy dificil cuantificar el efecto que
sobre la misma tiene un factor aislado, parece existir un patron generalizado de reduccién en
las plantas infectadas por nematodos (Wilcox-Lee y Loria, 1987b). El efecto de la infeccion
artificial con nematodos sobre el volumen de agua transpirada y sobre la eficiencia hidrica
(cantidad de materia seca producida por unidad de agua transpirada) no esta determinado
aun con total certeza y los resultados de las diferentes investigaciones en este campo han
sido contradictorios. La naturaleza compleja de estos fendmenos seguramente explica las
controversias encontradas en este aspecto. Sin embargo, podemos concluir que el efecto de
los nematodos sobre las relaciones hidricas de la planta huésped puede considerarse un

mecanismo importante de patogénesis. Hay unanimidad en atribuir a nematodos
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endoparasitos de raiz una reduccion en el potencial hidrico de la hoja y se acepta que el
estrés hidrico moderado reduce severamente el crecimiento vegetativo, en particular de la
parte aérea (Wilcox-Lee y Loria, 1987b), con lo cual queda abierta una via irrefutable para

establecer un vinculo causal entre ambos fendmenos.

Otra funcion del sistema radical que sufre el efecto perjudicial del parasitismo de los
nematodos es la nutricion mineral. La magnitud de la alteracién varia ampliamente de
acuerdo con la especie de nematodo que se considere, el huésped, las condiciones
ambientales y el tiempo transcurrido desde el comienzo de la infeccion (Hussey, 1985;
Melakerberhan y Webster, 1993). La reduccion en la absorcién de nutrientes minerales
obedece fundamentalmente a que la superficie activa para la misma se ve reducida tanto por
el dano mecanico directo, como por la disminucion de emision de raices laterales y la
elongacion de las ya existentes. El perjuicio causado por los nematodos a la nutricion
mineral no se restringe al proceso de absorcion, sino que afecta igualmente a la traslocacion
de los mismos hacia la parte aérea. Este fendmeno es particularmente notable en el caso de
aquellas especies que se alojan en el cilindro vascular, i.e., Meloidogyne spp. (Hussey y
Williamson, 1998). En algunos casos, esta circunstancia determina un comportamiento
diferencial entre los diversos elementos minerales esenciales y un desajuste entre los
mismos. Asi, aquellos nutrientes cuya via de traslocacion es preferentemente simplastica,
sufren de manera particular este efecto y terminan, de esta manera, concentrandose en la
raiz y haciendo sentir su deficiencia en la parte aérea. Esto permitiria explicar por qué N y K
son elementos particularmente sensibles al parasitismo por nematodos noduladores, segin
se demuestra en diversas investigaciones (Melakerberhan et. a/ 1985, 1987). Sin embargo,
otros elementos como Ca no se ven tan afectados o incluso se ven favorecidos en términos

proporcionales comparados con otros elementos (Melakerberhan et al.,, 1987).

Como se ha indicado anteriormente, las desviaciones fisioldgicas sobre los procesos
fisioldgicos normales que tienen lugar con el parasitismo de los nematodos, y que explican la
reduccion en el rendimiento de las plantas afectadas, no se limitan a las funciones radicales
sino que abarcan igualmente a procesos que ocurren en 6rganos aéreos o a nhivel de planta
entera. Wallace (1987), adoptando un punto de vista sistémico para el problema, sugiere
que las alteraciones provocadas por el parasitismo de los nematodos modifican el proceso
regulador que deriva en la estabilidad u homeostasis, caracteristica de las plantas sanas. La
alteracion en determinados procesos normales desata reacciones en las rutas metabdlicas y
mecanismos fisioldgicos que tienen lugar a continuacion y dependen de ellos. Esta sucesion
de alteraciones en mecanismos consecutivos y mutuamente dependientes es lo que se

conoce como “efecto cascada” (Kuc, 1978). El parasitismo de los nematodos causa efectos
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perjudiciales igualmente sobre la fotosintesis, como ha quedado documentado en algunas
revisiones realizadas al respecto (Melakerberhan y Webster, 1993; Hussey y Williamson,
1998). De cualquier manera, la informacién experimental reunida es aun limitada e
insuficiente. La reduccién en la cantidad total de CO, asimilado ha sido demostrada en
patosistemas que involucran a nematodos noduladores tal como tomate-M. javanica (Loveys
y Bird, 1973; Wallace, 1974; Meon et al., 1978), vid-M. incognita (Melakerberhan y Ferris,
1989; Melakerberhan et al, 1990) y judia-M. incognita (Melakerberhan et al., 1984, 1985).
Por otra parte se comprobd que la reduccion en la asimilacién de CO, es proporcional a la
duracién de la infeccion y a la densidad de inéculo empleada (Melakerberhan et al., 1986).
Al no existir un contacto directo entre los nematodos noduladores y lesionadores de raiz y
los drganos aéreos involucrados en la fotosintesis es licito suponer que la reduccién en la
produccion neta de fotoasimilados responde a mecanismos indirectos, esto es, que existen
procesos intermedios cuya alteracién es la que determina, en Ultima instancia, la disfuncion
de la fotosintesis normal. En efecto, la reduccion en la funcidn fotosintética obedece, entre
otras razones, a la reduccion del area foliar (Poskuta et al, 1986), a una menor
concentracion de clorofila como consecuencia del déficit de N (Melakerberhan et a/., 1985) y
a la reduccién de las tasas de intercambio gaseoso como consecuencia del estrés hidrico y

alteraciones en la funcién estomatica normal (Fatemy et al., 1985; Saeed et al., 1997).

3.1.4. PATOGENICIDAD DE NEMATODOS SOBRE FRUTALES DE
CLIMA TEMPLADO

3.1.4.1. Las pruebas de patogenicidad en especies frutales

El objetivo final de las ciencias auxiliares de la agronomia es incrementar el
rendimiento y mejorar la calidad de los productos de cosecha, asi como aumentar la
eficiencia econdmica de las empresas dedicadas a la produccién de estos productos (Rouse,
1988). Situada dentro de este marco, la Nematologia pretende, a través de las pruebas de
patogenicidad, responder en Ultima instancia a la siguiente pregunta: éen qué medida se
reducira el crecimiento del cultivo de interés ante la infeccion por un nematodo fitoparasito?
Evidentemente, la estrategia que parece mas adecuada para responder a esta inquietud es
disefiar experimentos con inoculacién artificial, en condiciones controladas, donde el
rendimiento sea uno de los parametros de la evaluacion final. Esto resulta bastante
asequible en plantas herbaceas anuales, donde el efecto del parasitismo sobre el
rendimiento puede evaluarse al cabo de periodos relativamente cortos y con relativamente

pocos recursos. La Fitonematologia de especies perennes lefiosas, particularmente la de
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arboles frutales choca, en cambio, con el inconveniente de los prolongados periodos que
transcurren hasta poder evaluar adecuadamente el rendimiento, a los que se suman las
mayores exigencias de superficie, insumos y mano de obra que demanda realizar

experimentos con estos cultivos.

Si bien existen algunos antecedentes de pruebas de patogenicidad plurianuales
con inoculacién artificial sobre frutales realizadas en microparcelas (Hernandez-Dorrego et
al., 1999; Nyczepir et al., 1997), en muy raras ocasiones han incluido el rendimiento como
parametro de evaluacion (O’Bannon y Tomerlin, 1973; Huettel y Hammerschlag, 1993).
Las estimaciones del efecto de los nematodos sobre el rendimiento de los frutales son
imprecisas y responden a sondeos realizados sobre una base regional y en condiciones
poco rigurosas. El empleo de nematicidas ha permitido, por ejemplo, comprobar las
diferencias que ocurrian en la produccidén, bajo condiciones ecoldgicas similares, en
terrenos infestados naturalmente con y sin tratamiento de productos nematicidas. Este
tipo de aproximaciones constituye la base del calculo de las pérdidas econdmicas debidas a
los nematodos en frutales (McKenry, 1989a). Los ensayos plurianuales que aprovechan la
infestacion natural de los suelos para comprobar la eficiencia de los tratamientos
nematicidas (Abawi y Mai, 1978; Sharpe et al, 1993) constituyen la aproximacion mas
rigurosa a la inclusidon del rendimiento en un prueba de patogenicidad, si bien el elevado

error experimental hace que sean poco extrapolables.

En vista de las dificultades que presenta incluir el rendimiento como parametro de
evaluacion, las pruebas de patogenicidad de nematodos sobre frutales recurren a otra serie
de medidas que reflejan el grado en que la actividad normal de la planta estd afectada y
que, directa o indirectamente, se vinculan a la produccién. Las pruebas de patogenicidad en
Nematologia de arboles frutales pueden incluir, en su evaluacién, variables de las siguientes

clases:

1. Alteraciones anatomicas causadas directamente por el parasitismo: se incluye
aqui la medida de la severidad de los sintomas hiperplasicos provocados en raiz por

Meloidogyne spp., registrada a través del indice de nodulacion (Marull y Pinochet, 1991)

2. Alteraciones histoldgicas causadas directamente por el parasitismo: muchos
estudios de patogenicidad exploran los cambios ocurridos en los tejidos como consecuencia
del parasitismo (Pitcher et al, 1960; Kaplan y Timmer, 1982; Marull y Pinochet, 1991;
Fernandez et al., 1992).

3. Alteraciones en las funciones fisioldgicas normales causadas por el parasitismo:

91



Capitulo lll - Infroauccion

anteriormente se han citado algunas de las multiples disfunciones que acarrea el parasitismo
de los nematodos (ver 3.1.3.3). Muchas de las pruebas de patogenicidad efectuadas en
frutales registran variables asociadas a la desviacion de funciones fisioldgicas normales, tales
como la absorcion de nutrientes y agua. En este sentido se incluyen, por ejemplo, analisis
foliares de minerales (Nasr et a/, 1980; Pinochet et al, 1996a; Hernandez-Dorrego et al.,
1999), analisis de acumulacion y particién de diferentes del productos del metabolismo,
(Nasr et al., 1980; Nyczepir et al., 1987), la duracion de los periodos de dormancia (Pinochet
et al., 1993a), etc..

4. Evaluaciéon de mortalidad: en ciertos casos, el sindrome originado por el
parasitismo de los nematodos en arboles frutales resulta en la muerte de los mismos. Un
ejemplo tipico lo constituye el complejo denominado PTSL (Peach Tree Short Life o muerte
subita del melocotonero), causado por C. xenoplax en combinacion con otros agentes
fitopatdgenos (ver 2.4.2.1). En estos casos, la evaluacion de la incidencia de la mortalidad

constituye un parametro ineludible en las pruebas de patogenicidad (Nyczepir et al., 1997).

5. Reducciones en las tasas de crecimiento de la planta en general o en algtn otro
organo diferente al de cosecha: tradicionalmente, se asume que sintomas hipoplasicos como
el enanismo o la disminuciéon de tamafio de diferentes drganos estan presentes en toda
ocasion que exista parasitismo por parte de nematodos. Por otro lado, se admite como un
hecho general y dentro de un modelo con algunas restricciones, que existe una relacion
directa entre la biomasa total de la planta y la biomasa de los productos de cosecha, es
decir, el rendimiento. Esta relacion resulta muy clara y evidente en cultivos anuales
herbaceos. Su interpretacion se vuelve mas dificil de definir en los cultivos perennes
lefiosos, donde gran parte de la biomasa total cumple funciones exclusivamente
estructurales. Sin embargo, la facilidad con que pueden obtenerse las medidas, sumada a la
sensibilidad para detectar el efecto del parasitismo en periodos de tiempo relativamente
cortos, hace que estos parametros de crecimiento se empleen de forma habitual en las

pruebas de patogenicidad de nematodos sobre arboles frutales.

Dentro de los parametros de crecimiento empleados mas habitualmente en las
pruebas de patogenicidad sobre frutales encontramos los siguientes: reduccidon del peso
fresco de la planta entera y la raiz con respecto a un testigo no inoculado (Radewald et al.,
1971), longitud del tallo (Hernandez-Dorrego et al., 1999), diametro del tronco (Nyczepir et
al, 1997), peso seco de la raiz (O'Bannon et al, 1976), volumen de copa o “canopy”

(O "Bannon y Tomerlin, 1973), etc.
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3.1.4.2. Pruebas de patogenicidad de nematodos sobre olivo:

Antecedentes

La exploracion de los antecedentes bibliograficos nos revela la existencia de escasas
referencias acerca de pruebas de patogenicidad realizadas sobre el olivo en condiciones
controladas. La gran mayoria de ellas han sido mencionadas en la discusion del capitulo
precedente con objeto de explicar el riesgo potencial de las especies encontradas en nuestra
prospeccion. A continuacién efectuaremos una resefia sistematica sobre aspectos

metodoldgicos de las mismas.
En nuestra revision hemos sometido a analisis critico 10 experimentos:

a) Evaluacion de la reaccion de diferentes variedades de olivo al nematodo

nodulador M. javanica (Lamberti y Lownsbery, 1968)

b) Experimento de la patogenicidad de poblaciones de Helycotylenchus dihysters,

Xiphinema elongatumy M. javanica aislados de olivo en Egipto (Diab y El-Eraki, 1968).

c) Efecto de P. vuinus sobre el crecimiento de dos variedades de olivo (‘Ascolano’ y

‘Manzanillo’) en invernadero (Lamberti y Baines, 1969a).

d) Patogenicidad de cuatro especies de Meloidogyne spp. sobre tres variedades de
olivo (Lamberti y Baines, 1969b).

e) Evaluacion del comportamiento del olivo como huésped de Xiphinema

americanum (Lamberti, 1969c).

f) Patogenicidad de tres biotipos de Tylenchulus semipenetrans sobre dos

variedades de olivo (Lamberti y Baines, 1970).

g) Comportamiento de algunos cultivares de olivo frente a la infeccién por 2. vuinus,

Rotylenchulus macrodoratus, M. incognitay T. semipenetrans (Inserra et al., 1981).

h) Reaccion de diferentes cultivares de olivo al parasitismo por Meloidogyne spp.
(Sassanelli et al., 1997).

i) Relaciones entre nematodos parasitos y Veticillium dahliae en olivo (Lamberti et
al., 2001).

j) Respuesta enzimatica de diferentes variedades de olivo al parasitismo por
Xiphimena index Thorne y Allen (Ridolfi et al/,, 2001).

Incluimos, en esta revision un undécimo ensayo, que si bien no puede considerarse
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estrictamente una prueba de patogenicidad ya que explora basicamente aspectos de control,
responde en su planteamiento metodoldgico a una tipica prueba de patogenicidad, por
realizarse mediante inoculacion artificial en condiciones controladas e incorporar parametros

de evaluacién propios de tales experimentos:

k) Estudio del efecto de fertilizantes nitrogenados sobre el crecimiento del olivo en

relacién con infestaciones de R. reniformis (Badra y Khattab, 1980).

El andlisis de la literatura enunciada precedente nos permite comprobar que un total
de 12 especies de nematodos fitoparasitos han sido evaluadas en condiciones controladas en
relacion a su potencial patogénico sobre el olivo. En este grupo se incluyen cuatro especies
de nematodos noduladores (M. arenaria, M. hapla, M. incognitay M. javanica), tres especies
de nematodo daga (X. americanum, X. elongatum 'y X. index), dos especies de nematodos
reniformes (R. macrodoratus y R. reniformis), un nematodo espiral (H. dihystera) y el
nematodo de los citricos (7. semipenetrans). Las especies estudiadas con mayor frecuencia
han sido M. javanica'y M. incognita, ambas incluidas en cuatro trabajos, seguidas por A.
vulnus, cuya patogenicidad se estudid desde diferentes perspectivas en tres de los
experimentos recogidos en la lista y 7. semijpenetrans, incluida en dos experimentos. Las

restantes especies resultaron incluidas en uno solo de los trabajos.

Confirmando las apreciaciones genéricas referidas a los frutales en el apartado
anterior, nuestra exploracion permite descubrir que ninguna de las pruebas de patogenicidad
efectuadas presenta caracter plurianual y que en ningin caso se evalua el rendimiento. El
periodo mas largo durante el cual las plantas ensayadas se mantuvieron expuestas al
parasitismo de los nematodos antes de ser evaluadas fue de dieciocho meses (Lamberti y
Baines, 1970; Inserra et al., 1981; Lamberti et a/, 2001).

La reproduccién, considerada como factor reproductivo o como poblacién final, fue
evaluada en todos las pruebas de patogenicidad, con excepcién de cuatro (Lamberti y
Lownsbery, 1968; Lamberti y Baines, 1969b, 1970; Ridolfi et a/, 2001). El analisis de la
evolucidn del disefio experimental a lo largo del tiempo permite comprobar una progresion
sostenida desde las primeras pruebas de patogenicidad, que enfatizaban excesivamente en
criterios subjetivos de apreciacion de las alteraciones morfoldgicas e incluian el peso fresco
final como Unico parametro de crecimiento (Lamberti y Lownsbery, 1968; Diab y El-Eraki,
1968; Lamberti, 1969; Lamberti y Baines, 1969a, 1969b, 1970), hasta las pruebas mas
recientes, que, o bien incluyen una serie mas compleja de determinaciones de parametros
de crecimiento (Badra y Kattab, 1980; Sassanelli et al., 1997; Lamberti et al, 2001), o bien
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exploran aspectos mas particulares relativos al efecto del parasitismo sobre la bioquimica del
huésped (Badra y Kattab, 1980; Ridolfi et a/, 2001). Las alteraciones histoldgicas verificadas
en la raiz son examinadas en uno de los trabajos como uno de los aspectos interesantes en
la descripcion de la relacién huésped-parasito (Inserra et al, 1981). Del mismo modo el
registro de la nodulacién mediante escalas objetivas de severidad constituyé un parametro
ineludible en casi todas aquellas pruebas que incluyeron a Meloidogyne spp. en la evaluacion
(Lamberti y Lownsbery, 1968; Lamberti y Baines, 1969b; Sassanelli et al., 1997; Lamberti et
al, 2001). Otra escala de evaluacion de la alteracion morfoldgica del sistema radical fue
empleada para X. /ndex (Ridolfi et al., 2001).

Otros aspectos relevantes del parasitismo que han sido escasamente considerados
en las pruebas de patogenicidad desarrolladas sobre el olivo, es el comportamiento
diferencial de distintos cultivares frente al parasitismo de una misma especie de nematodo
(Lamberti y Lownsbery, 1968; Lamberti y Baines, 1969a, 1969b, 1969b; Inserra et a/.,, 1981;
Sassanelli et al., 1997; Lamberti et al., 2001; Ridolfi et al., 2001) y el efecto de la interaccion
entre nematodos y hongos fitopatdgenos (Lamberti et a/, 2001). La relacion dosis-
respuesta es un aspecto que permanece bastante inexplorado en el estudio de los
patosistemas olivo-nematodo, si bien muchas de las pruebas incluidas en el presente analisis
han considerado niveles variables de inéculo en sus disefos experimentales (Lamberti y
Lownsbery, 1968; Lamberti y Baines, 1969a, 1969b; Ridolfi et a/., 2001).

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. SELECCION Y MANTENIMIENTO DE POBLACIONES DE
NEMATODOS FITOPARASITOS

Con objeto de desarrollar los experimentos contenidos en el presente capitulo,
algunas de las poblaciones identificadas en las prospecciones descritas en el Capitulo II se
aislaron, se multiplicaron como cultivos puros y se conservaron en la coleccion de nematodos
del Laboratorio de Fitonematologia del IAS-CSIC. Los materiales y métodos empleados para
cada una de estas especies difierieron en funcién del grupo tréfico y son los que se detallan

a continuacion.

3.2.1.1. Aislamiento y multiplicacion de Meloidogyne spp.

Se selecciond una poblacion de cada una de las tres especies de Meloidogyne spp.
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consideradas de mayor importancia en las prospecciones, M. arenaria, M. incognita y M.
javanica, y las tres poblaciones se aislaron y multiplicaron como cultivos puros. El origen de
de las poblaciones referidas fue el siguiente: M. arenaria, aislada de raices infectadas de un
plantén de olivo cv. Cornicabra procedente de un vivero en Villaverde del Rio (Sevilla); M.
incognita, aislada de raices infectadas de un planton de olivo cv. Manzanilla procedente de
un vivero en Alcolea (Cdrdoba); y M. javanica, aislada de raices infectadas de un plantdn de

olivo cv. Picual procedente de un vivero en Cérdoba.

Los cultivos puros de Meloidogyne spp. se obtuvieron segun la técnica descrita por
Jepson (1987): plantulas de tomate (Lycopersicon sculentum Mill.) mantenidas en sustrato
estéril se inocularon con una Unica masa de huevos de la poblacién deseada de Meloidogyne
spp. Las masas de huevos se aislaron de las raices de plantones de olivo infectados

siguiendo técnicas habituales de diseccidn directa (Shurtleff y Averre, 2000).

Las plantulas de tomate se obtuvieron de semillas del cv. susceptible Tres Cantos
(Semillas Fitd, S.A., Barcelona); las semillas se desinfestaron superficialmente en una
suspension de NaOCl al 20 % al durante 3 min, se lavaron en agua destilada estéril y se
pregerminaron en camaras himedas a 25° C, en oscuridad, durante 72 h. Posteriormente,
las semillas germinadas se sembraron en pequefios cubiletes de plastico de 50 cm® (Vjiffies”,
1 semilla por cada uno) conteniendo vermiculita esterilizada, y se mantuvieron en una
camara de crecimiento de plantas ajustada a 25 + 1° C, 60-90% de humedad relativa, y un
fotoperiodo de 12 h de luz blanca fluorescente y proxima a la UV de 360 + 24,7 pEm™s?,
durante 25-30 dias. En este momento, cuando las plantas presentaban tres hojas
verdaderas, se efectud el transplante a macetas de arcilla de 500 cm® conteniendo una

mezcla estéril de arena y limo en proporcion 2:1 v/v.

Para la inoculacion, se efectud un orificio de aproximadamente 0,5 cm de didametro
y 2-4 cm de profundidad en el sustrato de las macetas con ayuda de una varilla de vidrio.
La masa de huevos se disolvio en NaOCl 0,5% vy los huevos liberados se inocularon en el
fondo del orificio. Sesenta dias después de esta inoculacion se procedié a la renovacion del
cultivo con objeto de mantener e incrementar el indculo. Para ello, las plantas de tomate se
extrajeron de la maceta y de ellas se separaron las raices para proceder a la extracciéon de
los huevos, siguiendo el método descrito por Hussey y Barker (1973). Las raices infectadas
se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm que se colocaron en un frascode 1 Ly a
los mismos se les agregd una suspension de NaOCl al 0,5 % hasta cubrirlos totalmente. El
frasco se agitd enérgicamente durante 2 m y su contenido se filtré a través de un tamiz de

21 cm de diametro y 75 um de malla encajado sobre otro tamiz de igual diametro y 5 um de
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malla. De esta forma, los restos vegetales groseros se retuvieron en el primer tamiz,
mientras que en el segundo quedaron conservados los huevos y juveniles junto con los
restos vegetales mas finos. El contenido del primer tamiz se elimind tras ser lavado sobre el
tamiz fino con abundante agua corriente, y el material retenido en el tamiz fino (huevos +
J,) se centrifugd y utilizé para inocular plantas de tomate cultivadas en suelo estéril similares
a las empleadas anteriormente. Estas operaciones de extraccion de indculo y reinoculacion
fueron repetidas de forma continuada cada 60 dias con objeto de mantener e incrementar

las poblaciones de Meloidogyne spp..

3.2.1.2. Identificacion especifica y racial de Meloidogyne spp. sobre

huéspedes diferenciales

Una vez garantizada la disponibilidad de suficiente cantidad de indculo, una fraccidn
de las poblaciones de Meloidogyne spp. incorporadas a la coleccién se utilizd para la
inoculacién de huéspedes diferenciales, en la prueba cominmente conocida como “Test de
Sasser” (Hartman y Sasser, 1985). Esta inoculacidn se efectudé con objeto de confirmar los
resultados de la identificacion morfoldgica a nivel especifico y de determinar las razas
patogénicas en M. incognitay M. arenaria. Para ello, siguiendo el mismo procedimiento que
se ha descrito anteriormente para la obtencion de plantulas de tomate, se obtuvieron
plantulas sanas de las siguientes especies vegetales y cultivares: tomate cv. Rutgers,
pimiento (Capsicum annum L.) cv Early California Wonder, cacahuete (Arachis hypogeea L.)
cv. Florunner, sandia (Gitrullus lanatus Tunb.) cv. Charleston Gray y algodén (Gossypium
hirsutum L.) cv. Deltapine 61. Cuando las plantas alcanzaron el estado de tres o cuatro
hojas verdaderas se inocularon con 10 ml de solucién conteniendo 10.000 huevos y J, de la

poblacién de Meloidogyne spp. considerada.

El experimento se repitid una vez por cada combinacién de poblacién de
nematodo-planta huésped, con cuatro repeticiones por tratamiento. Las plantas
inoculadas se mantuvieron durante 60 dias en camara de crecimiento ajustada las
condiciones sefialadas anteriormente. Al final de este periodo, las plantas se extrajeron de
sus macetas y se evalud la nodulacién del sistema radical de acuerdo con una escala 0-10,
en donde 0 = planta sana sin nodulaciéon, y 10 = planta con el sistema radical
completamente nodulado. Los cultivares especificos fueron considerados resistentes
cuando el indice medio de nodulacién resulté inferior a 2 y se consideraron susceptibles
cuando se superd ese valor. La confirmacién de la identificacion morfoldgica y la
clasificacion en razas patogénicas se obtuvo contrastando los resultados con el patron

estandar formulado por los autores del ensayo.
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3.2.1.3. Aislamiento y multiplicacion de nematodos lesionadores de raiz

(Pratylenchus spp. y Zygotylenchus guevarai)

Con objeto de obtener indculo suficiente para la realizacion de los experimentos
previstos en el presente trabajo, se aislaron y multiplicaron varias poblaciones de nematodos
lesionadores de raiz considerados de interés. Las poblaciones seleccionadas y su origen fue
el siguiente: P. thornej, poblacién procedente de raiz infectada de ‘Arbequina’, Pedrera
(Sevilla), P. fallaxy P. penetrans, procedentes de raices infectadas de ‘Arbequina’, Pedrera
(Sevilla), P. vuinus, procedente de raiz infectada de ‘Picual’, Villaverde del Rio (Sevilla) y Z
guevaraj, procedente de raiz infectada de ‘Picual’, Huelma (Jaén). Los cultivos puros de
nematodos lesionadores de raiz se iniciaron y se mantuvieron siguiendo la técnica de

inoculacién en discos axénicos de zanahoria (Huettel, 1985; Castillo et a/., 1995).

Para la preparacion de los discos se seleccionaron zanahorias sanas y enteras de
tamano medio a grande (didmetro mayor superior a 3 cm). Las zanahorias se lavaron
superficialmente con abundante agua corriente con objeto de eliminar el suelo adherido a la
epidermis. Posteriormente se cortaron y desecharon los dos extremos de la raiz. Una vez
completada esta operacién, las zanahorias se sumergieron en etanol al 95 % durante 5
minutos. Posteriormente, las zanahorias se flamearon bajo la cabina de flujo laminar y se
prepararon los discos segun el procedimiento siguiente: la epidermis de la zanahoria y la
region cortical adyacente se retird por completo y se desechd mediante cortes tangenciales
efectuados con un pelador o cuchillo esterilizado a la llama. Posteriormente y mediante
cortes transversales se formaron discos de aproximadamente 0,5-1 cm de espesor que se

depositaron en placas de Petri estériles de 90 mm de didmetro.

Para iniciar el cultivo puro de nematodos lesionadores de raiz, se selecciond una
hembra adulta -a ser posible gravida- de la poblacion de interés, de la suspension extraida
de la muestra raiz. Este ejemplar se desinfestd superficialmente transfiriéndolo a un pocillo
que contenia una solucién de sulfato de estreptomicina al 0,1% durante 12-24 h, y
posteriormente a una solucion de 120 ppm de cloruro etoxi-etil mercirico durante 2 h.
Finalmente, la desinfestacion superficial se completo realizando dos o tres lavados con agua
destilada estéril (ADE), donde se mantuvo a la hembra durante 10-15 min. Una vez
completada esta operacién, la hembra se transfirié a una gota de ADE colocada en la parte
superior de un disco de zanahoria mantenido en la placa de Petri estéril. El disco asi
inoculado se mantuvo en un incubador microbioldgico a una temperatura constante de 25 +
1° C en oscuridad, durante aproximadamente 45 dias. Transcurrido este tiempo se efectud
la extraccion de los nematodos contenidos en el disco para su utilizacion en posteriores

inoculaciones. Las placas con los discos de zanahoria infectados fueron cubiertas con ADE
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durante 2-4 h bajo cabina de flujo laminar, con objeto de permitir que los nematodos
pasaran de los discos infectados al agua. Posteriormente, la suspensidon que contenia los
nematodos se recogid en tubos estériles de fondo conico de 50-250 ml. El conjunto de
nematodos extraidos y concentrados en el fondo del tubo se desinfestd de forma similar a la
descrita anteriormente. Sin embargo, en este caso, para evitar problemas de anaerobiosis, la
suspensioén de nematodos en sulfato de estreptomicina se colocd en un Erlenmeyer de 250
cm?® que se cubrié con una pelicula de Parafilm “M” (American National Can, TM) y se incubd
en un agitador orbital a 80 rpm y 25° C en oscuridad durante 12-24 h. Finalmente, la
suspension de nematodos desinfestada y lavada con ADE se transfirid nuevamente a un tubo
estéril de fondo cdnico y tras la decantacion se anadid una suspension de 120 ppm de
cloruro etoxi-etil mercdrico. Al cabo de 2 horas, la suspension se lavd con ADE, se
homogeneizd adecuadamente mediante burbujeo con pipeta Pasteur y se depositd sobre
nuevos discos de zanahoria para continuar incrementando el indculo. Estos discos se
incubaron en las mismas condiciones indicadas anteriormente, y la operacion se repitié de

forma continuada para mantener e incrementar las poblaciones de lesionadores de raiz.

3.2.1.4. Aislamiento y multiplicacion de nematodos anillados
(Criconemella xenoplax)

Se seleccion6 una poblacién del nematodo anillado C. xenoplax, procedente de la
rizosfera de un plantén de olivo cv. Manzanilla proveniente de Alcolea (Cérdoba). Para el
establecimiento del cultivo puro de esta especie se obtuvieron 100 ejemplares de la
suspension extraida de la muestra de suelo, y se desinfestaron superficialmente por el
procedimiento indicado en el apartado anterior. Una vez desinfestados, los ejemplares de C.
xenoplax se distribuyeron alrededor de la raiz de plantulas de tomate obtenidas siguiendo la
metodologia expresada en 3.2.1.1 que se habian trasplantado a macetas de arcilla de 500
cm?® conteniendo una mezcla estéril de arena y limo en proporcidén 2:1 v/v. Las plantas
inoculadas se mantuvieron en condiciones controladas similares a las descritas en 3.2.1.1
durante 90 dias, al cabo de los cuales se extrajeron los nematodos del suelo. Este proceso
se repiti6 de forma continuada con objeto de mantener e incrementar el indculo necesario

para los siguientes experimentos.

3.2.1.5. Aislamiento y multiplicacion de nematodos espirales
(Helicotylenchus pseudorobustus y Helicotylenchus vulgaris)
Se seleccionaron dos poblaciones de nematodos espirales, H. pseudorobustusy H.

vulgaris, procedentes de la rizosfera de plantones de ‘Hojiblanca’ y ‘Manzanilla” provenientes
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de Cérdoba y Pedrera (Sevilla), respectivamente. Para el establecimiento del cultivo puro de
estas especies se obtuvieron 100 ejemplares de cada especie de la suspension extraida de
cada muestra de suelo, y se desinfestaron superficialmente por el procedimiento indicado en
el apartado 3.2.1.3. Una vez desinfestados, los ejemplares de los nematodos se inocularon
alrededor de la raiz de plantulas de tomate siguiendo la metodologia expresada en 3.2.1.4 y
se mantuvieron en las mismas condiciones descritas en 3.2.1.1 durante 90 dias. Asimismo,
la extraccion y reinoculacion continuada siguid el mismo procedimiento expresado

anteriormente.

3.2.2. PRUEBAS DE CAPACIDAD REPRODUCTIVA

Estas pruebas se efectuaron con el fin de responder al primero de los objetivos
planteados para el presente capitulo (ver 3.1). La prueba fue realizada por primera vez
entre los meses de marzo y abril de 1998 y se efectud una repeticién de la misma entre los
meses de diciembre de 1998 y enero de 1999. En los experimentos que se describen a
continuacién se evaluaron seis nematodos que se encontraron en rizosfera y/o raiz de
plantones de olivo en las prospecciones referidas en el Capitulo II, que se valoraron como
especies de interés debido a su capacidad patogénica sobre otras especies vegetales y
respecto de las cuales no se disponia de ningln dato bibliografico acerca de su capacidad
reproductiva sobre el olivo. Las especies evaluadas fueron los lesionadores de raiz A.
thornei, P. fallaxy Z. guevarai, el nematodo anillado C. xenoplax y los nematodos espirales
H. pseudorobustus y H. vulgaris. La metodologia utilizada fue similar en las dos
repeticiones, excepto que no se incluyd P. fallax en la segunda de ellas debido a la pérdida
de la poblacién durante el proceso de preparacién del indculo. Asimismo, la capacidad
reproductiva de los nematodos espirales H. pseudorobustusy H. vulgaris se evalué en un
experimento aparte, debido a que son nematodos de ciclo bioldgico mas largo (Réssner,
1971) y por tanto tuvieron un periodo de evaluacion diferente. El experimento llevado a

cabo con Helycotylenchus spp. no fue repetido.

3.2.2.1. Inoculo utilizado

En todos los casos se utilizaron las poblaciones que se habian incorporado a la
coleccion de cultivos puros de acuerdo con los procedimientos descritos precedentemente
(ver 3.2.1.3, 3.2.1.4 y 3.2.1.5). La suspension de indculo de lesionadores de raiz utilizada se
obtuvo siguiendo el método descrito por Dunn (1973): los discos de zanahoria se

sumergieron en ADE, se trituraron en un homogenizador a 12.600 rpm durante 30 s y los
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nematodos se separaron posteriormente por centrifugacion y tamizado. El inéculo de C
xenoplax'y Helicotylenchus spp. se obtuvo mediante la extraccion del suelo infestado de las
plantas de tomate (Coolen, 1979), hasta conseguir el nimero de ejemplares necesario para
los experimentos. En todos los casos, la concentracion de la suspension obtenida se calculd
por recuento en camara de Peter con microscopio éptico y posteriormente se ajustd por

dilucién en ADE hasta lograr la concentracion requerida.

La densidad de indculo utilizada fue de 1.000 ejemplares (huevos, juveniles y
adultos) en el caso de lesionadores de raiz y nematodos espirales y de 100 ejemplares

(juveniles y hembras) en el caso de C. xenoplax.

3.2.2.2. Material vegetal empleado y método de inoculacion

En cada una de las pruebas de capacidad reproductiva se emplearon plantones de
olivo de los cvs. Arbequina y Picual de tres meses de edad. Dichos plantones procedian de
un vivero comercial, habian sido obtenidos por enraizamiento de estaquillas semilefiosas
bajo nebulizacion y transplantados en macetitas plasticas (“jiffies”) de aproximadamente 100

cm?® de capacidad, conteniendo turba.

Para efectuar la inoculacién, los plantones de olivo se retiraron de sus contenedores
y sus raices se lavaron hasta desprender toda la turba adherida a las mismas. Los plantones
se transplantaron en macetas de arcilla de 400 cm® conteniendo una mezcla estéril de arena,
limo y turba en proporcion 2:1:1 v/v/v. Los tratamientos seleccionados resultaron de la
combinacion de las especies de nematodos evaluadas en cada uno de los dos cultivares. Se
realizaron diez repeticiones por tratamiento en un disefio completamente al azar. La
inoculacién se efectud durante el transplante. Para ello, se aplicd una suspension de 10 ml
conteniendo la cantidad total de indculo para cada planta que se vertid alrededor de la raiz
en el momento del trasplante. Finalizada esta operacion, se regd el suelo con un volumen
de agua que garantizara el sellado del sustrato, pero que no comprometiera la conservacion
del indculo dentro de la maceta ante la posibilidad de eventuales lavados (aproximadamente
50 cm®).

3.2.2.3. Condiciones controladas de crecimiento de los plantones

Una vez efectuados el transplante e inoculacion, los plantones se mantuvieron en
una camara de crecimiento de plantas ajustada a las condiciones expresadas en el apartado
3.2.1.1. Las plantas se regaron en dias alternos con 100 ml de agua y una semana después
del transplante se realizd una Unica aplicacion de fertilizante granulado completo de
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liberacién lenta (Osmocote-Mini®, Scotts-Sierra Horticultural Products, Heerten, Holanda) a
una dosis de 2 g por maceta. Las plantas se mantuvieron en estas condiciones hasta el final
del experimento, 60 dias después de la inoculacidon, excepto en el caso de las plantas

inoculadas con los nematodos espirales que se mantuvieron durante 4 meses.

3.2.2.4. Evaluacion de la poblacion nematologica final y andlisis

estadistico

Con objeto de evaluar la reproducciéon de cada una de las especies de nematodos
seleccionadas se determind la poblaciéon final (Pf) de los nematodos contenida en cada
maceta. Esta poblacion final resultd de la suma del nimero de nematodos presentes en la
raiz (N;) mas el nimero de nematodos presentes en el suelo (Ns). Ambos parametros se
calcularon realizando un recuento directo sobre las extracciones efectuadas siguiendo el
método de centrifugacion descrito por Coolen (1979), segin los métodos descritos

anteriormente (ver 2.2.2.1).

El indice o tasa de reproducciéon Rf de cada una de las poblaciones en cada uno de
los cultivares de olivo se calculd segln la siguiente expresion: Rf = Pf/Pi, donde Rf = indice

o tasa de reproduccién, Pf = poblacion final (N, + Ns) y Pi = poblacion inicial.

Los valores de Rf se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) y las medias se
compararon mediante el contraste de la minima diferencia significativa protegida de Fisher
(LSD) a P = 0,05. Con objeto de normalizar los datos previamente al analisis estadistico, los
valores de Rf se transformaron segun la formula Y = log;o (X + 1). Todos estos analisis se
realizaron mediante el programa Statistix (NH Analytical Software, Roseville, MN).

3.2.3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Las pruebas de patogenicidad, disefadas y efectuadas con el fin de responder al
segundo de los objetivos planteados, se realizaron en dos afios consecutivos. La primera
repeticion se efectud entre los meses de febrero y abril de 1998 y la segunda tuvo lugar
entre los meses de febrero y agosto de 1999. Aunque las condiciones experimentales fueron
similares en ambos experimentos, en el segundo de ellos concurrieron algunas

modificaciones causadas por cuestiones operativas, que se sefialan oportunamente.

3.2.3.1. Inoculo utilizado

Las poblaciones de nematodos utilizadas en estos experimentos procedieron de la
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C. xenoplax
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Fig. 3.2: Metodologia empleada en el estudio de la patogenicidad de nematodos fitoparasitos sobre el
olivo. A) Obtencion del indculo: A;) Raices de plantas de tomate empleadas para la multiplicacion de
Meloidogyne spp.; A;) Discos axénicos de zanahoria empleados para la multiplicacion de Pratylenchus spp.
mostrando colonias profusamente desarrolladas; As) Especies empleadas en la inoculacion de huéspedes
diferenciales para clasificar las diferentes razas fisioldgicas de Meloidogyne spp. B) Prueba de capacidad
reproductiva: B;) Aspecto general de las plantas correspondientes a cada uno de los tratamientos (primera
repeticion); B,) Aspecto general de las plantas correspondientes a cada uno de los tratamientos (segunda
repeticion) C) Prueba de patogenicidad: C;) Vista de una planta empleada en la primera prueba de
patogenicidad C,) Esquema de la disposicion de las varillas colocadas para la disposicion del indculo (Segunda
prueba de patogenicidad) Cs) Vista de los agujeros producidos tras retirar las varillas C4) Inoculacion Cs) Vista
general de las plantas durante el desarrollo del ensayo; Cg) y C;) Vista de los tratamientos incluidos en la prueba
de patogenicidad al comienzo del experimento Cg) y Cy) Plantas de tomate empleadas para controlar la calidad
del indculo de Meloidogyne spp. empleado en las pruebas de patogenicidad C;y) Esquema de los parametros de
crecimiento empleados en la evalucién del crecimiento.
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coleccion establecida a partir de las prospecciones realizadas en los viveros (ver 3.2.1.1. y
3.2.1.3). Las cinco especies utilizadas fueron las siguientes: tres especies de nematodos
noduladores (M. arenaria, M. incognita, M. javanica) y dos lesionadores de raices (P. vuinus,
P. penetrans). Para la obtencion de la suspension que contenia el indculo, asi como para el
calculo y ajuste de su concentracion, se emplearon los mismos materiales y métodos

descritos oportunamente en las pruebas de capacidad reproductiva (ver 3.2.2.1.).

Con objeto de contar con un control de la capacidad infectiva del inéculo de los
nematodos noduladores empleados, se inocularon plantulas de tomate ‘Tres Cantos’
susceptible, que se mantuvieron en las mismas condiciones de cultivo que las plantas de
olivo y se determind sobre las mismas la reproduccion de las especies de Meloidogyne spp.,
siguiendo los materiales y métodos descritos anteriormente. La capacidad infectiva del
indculo de Pratylenchus spp. se evalud por observacion directa de la movilidad de juveniles y

adultos en el indculo.

3.2.3.2. Material vegetal empleado

En cada uno de los experimentos de patogenicidad se emplearon plantones de olivo
de los cvs. Arbequina y Picual de 3 meses de edad. Dichos plantones procedian de un vivero
comercial, y habian sido obtenidos por enraizamiento de estaquillas semilefiosas bajo
nebulizacién y transplantados en macetitas plasticas (“jiffies”) de aproximadamente 100 cm?
de capacidad, conteniendo turba. El aspecto general de los mismos, en cuanto a
caracteristicas de vigor y sanidad, fue bueno en ambos experimentos. Sobre una muestra
representativa del sustrato de crecimiento (turba) se efectud una extraccion de nematodos y
se comprobd la ausencia de especies fitoparasitas. Inmediatamente después de su
recepcion, los plantones de olivo se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas
con las condiciones especificadas en 3.2.1.1 durante 2 semanas. Durante este periodo se
aumentd progresivamente el intervalo entre los riegos con objeto de someter a las plantas a
un “endurecimiento” que les permitiera soportar posteriormente el estrés subsiguiente al
transplante y asegurar asi su supervivencia. Durante el desarrollo de la primera prueba de
patogenicidad no se efectud ningun tipo de poda, permitiendo que los brotes laterales
crecieran espontaneamente. En la repeticion del experimento, en cambio, el crecimiento de
los plantones se condujo mediante poda de formacién para lo cual, al comienzo del
experimiento, se dejo una Unica rama principal de aproximadamente 15-20 cm que incluia
entre 10 y 15 entrenudos. Posteriormente, a lo largo del experimento, las plantas se
revisaron cada 2-3 dias con objeto de eliminar los nuevos brotes axilares y mantener esa

Unica rama principal.
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3.2.3.3. Experimento de patogenicidad 1

En el primero de los experimentos, la composicién de la poblacién empleada como
indculo en los lesionadores de raiz fue la siguiente: 32,4 % de huevos, 50,4 % de juveniles,
2,9 % de machos y 14,3 % de hembras (P. penetrans); y 2,6 % de huevos, 54,2 % de
juveniles, 17,3 % de machos y 25,9 % de hembras (P. vuinus). El indculo de Meloidogyne

spp. estuvo constituido por huevos y J,.

Los plantones se sacaron de los “jiffies” y sus raices se lavaron con agua corriente
hasta eliminar todos los restos de sustrato (turba). Posteriormente los plantones se
transplantaron en macetas de plastico de 2,5 L de capacidad conteniendo una mezcla
esterilizada de arena, limo y turba fina en proporcion 2:1:1 v/v/v. La inoculacién se realizd
durante el transplante. Para ello, sobre el sistema radical desnudo se vertieron 20 ml de la
suspension conteniendo el indculo de cada una de las especies de nematodos utilizadas. Se
plantearon los siguientes tratamientos: 0 (Control sin nematodos), 1 (M. arenaria, 15.000
huevos + J,/planta), 2 (M. incognita 15.000 huevos + J,/ planta), 3 (M. javanica, 15.000
huevos + J,/ planta), 4 (P. penetrans, 5.000 nematodos/ planta) y 5 (P. wulnus, 5.000
nematodos/ planta). Cada uno de estos tratamientos se aplicd a los dos cvs. incluidos en el
experimento, Arbequina y Picual. El experimento se disefid en bloques completamente al

azar, con dos bloques cada uno con 10 repeticiones por tratamiento.

3.2.3.4. Experimento de patogenicidad IT

En el segundo de los experimentos, la composicion de la poblacion de nematodos
lesionadores de raiz empleada como indculo fue la siguiente: P. penetrans (26,9 % de
huevos, 48,6 % de juveniles, 1,8 % de machos y 22,7 % de hembras); y P. vulnus (18,2 %
de huevos, 56,3 % de juveniles, 4,6 % de machos y 20,9 % de hembras). El indculo de

Meloidogyne spp. estuvo constituido por huevos y J,.

Con posterioridad a haber cumplido los procedimientos de endurecimiento
expresados en 3.2.3.2 los plantones se transplantaron a macetas troncocénicas de arcilla de
1000 cm® de capacidad. En este experimento, el sustrato empleado fue una mezcla
esterilizada de arena y limo 2:1 v/v. Una vez efectuado el transplante se colocaron seis
varillas cilindricas de madera de 8 mm de didmetro y 13, 10 y 7 cm de longitud (dos de cada
una) que se colocaron de forma equidistante a lo largo de una circunferencia de
aproximadamente 10 cm de didmetro concéntrica al borde de la maceta (Fig. 3.2). Estas
varillas se colocaron de manera de que los pares de igual longitud quedaran diametralmente
opuestos y se enterraron hasta dejar sélo un cm por encima de la tierra. Las varillas se
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dispusieron con el propdsito de que, una vez retiradas, dejaran formados huecos que
permitieran una inoculacion uniforme en todo el volumen de la rizosfera. Por otra parte, la
colocacion de dichas varillas en forma suficientemente anticipada a la inoculacién asegurd
que no se provocase dafo mecanico a las raices. Dos semanas después del transplante, se
eliminaron las plantas que murieron por el estrés posterior al mismo y se procedié a la
inoculaciéon. Para efectuar la misma se retiraron las varillas de madera y en cada uno de los
agujeros que quedaron formados se depositaron 2 cm?® de la suspensién del indculo. La
concentracion de la suspension habia sido previamente ajustada de manera de que en los 12
cm® con que serian inoculados en cada planta estuviese contenido el nimero total de
ejemplares previamente asignados segun el tratamiento. La densidad de inéculo empleada
por planta, los tratamientos y el disefio experimental fueron similares a los utilizados en el

primer experimento (ver 3.2.3.3).

3.2.3.5. Condiciones controladas de crecimiento de los plantones

En ambos experimentos, tras la inoculacién los plantones se mantuvieron en una
camara de crecimiento con las mismas condiciones ambientales descritas en la prueba de
capacidad reproductiva (ver 3.2.1.1.). Las plantas se regaron en dias alternos con 100 ml de
agua, y 1 semana después del transplante se realizd una Unica aplicacién de 15 g por
maceta del mismo fertilizante granulado completo de liberacion lenta empleado en las
pruebas de capacidad reproductiva. Estas condiciones fueron similares en ambas
repeticiones del experimento, con excepcion de la fertilizacién, que en el segundo
experimento se realizd aplicando una vez a la semana (en uno de los turnos de riego)
solucién nutritiva completa (Hoagland y Arnon, 1950) suplementada con 20 ppm de quelato

de hierro comercial (Sequestrene 138 Fe G 100®, Ciba-Geigy S.A.).

Las plantas se mantuvieron en la camara de crecimiento hasta el final de los
experimentos, 70 dias después de la inoculacion en el primero de ellos, y 120 dias después

de la inoculacién, en el segundo.

3.2.3.6. Evaluacion del efecto del parasitismo sobre el crecimiento de los
plantones

Con objeto de evaluar el efecto del parasitismo de las especies de nematodos
fitoparasitos sobre el crecimiento de los plantones, inmediatamente después de la
inoculacién se determinaron los siguientes parametros de crecimiento: a) didmetro del

tronco (medido 1 cm por debajo de la insercidn del brote principal); b) diametro del tallo o

107



Capitulo lll — Materiales y Metodos

brote principal (medido 5 cm por encima de su insercion en el tronco); c) longitud del brote
principal (medida desde la insercion en el tronco hasta el nudo desarrollado distal); d)
longitud total de las ramificaciones (sumatoria de la longitud de cada una de las
ramificaciones de cualquier orden presentes sobre el tronco y el brote principal,
considerando en cada caso como longitud parcial la distancia entre la insercién en la rama y
el nudo desarrollado distal; parametro solo considerado en la primera prueba) y €) nimero
total de nudos desarrollados (considerados sobre el brote principal) (Fig. 3.2). En todos los
casos se consider6 como "nudo desarrollado" aquel que presentara hojas expandidas

mayores de 1 cm.

Los parametros de crecimiento correspondientes a la parte aérea de la planta se
volvieron a tomar sobre la planta entera en la maceta antes de su extraccion. Coincidiendo
con estas determinaciones se evalud la sintomatologia general de la parte aérea de la planta.
Posteriormente se extrajo cada planta de su maceta, se separaron delicadamente los restos
groseros de suelo adheridos a las raices y se procedié a lavar suavemente las mismas, para
evitar el desprendimiento de masas de huevos. En el caso particular de aquellas plantas
inoculadas con Meloidogyne spp. se estimd el indice de nodulacién (IN) de acuerdo con la
escala propuesta por Barker (1985), segin la cual IN = 1 cuando % de sistema radical
nodulado (SRN) < 10, IN =2 cuando 10 < % SRN < 20, IN =3 cuando 20 < % SRN < 40,
IN = 4 cuando 40 < % SRN < 70, IN = 5 cuando 70 < % SRN < 90 e IN = 6 cuando 90 <
% SRN < 100. Se secd el exceso de agua de lavado y se pesd la planta entera.
Posteriormente, las raices se cortaron, se pesaron separadamente del resto de la planta y se
procedio a la extraccion de los nematodos contenidos en su interior. El suelo de las macetas

se conservd para la extraccidon de los nematodos contenidos en él.

Para determinar el crecimiento en términos relativos a los valores iniciales se utilizd

la siguiente expresion:

IRy = (X1 - Xo) / Xo

donde IRy = incremento relativo del parametro considerado, X; = medida del

parametro al final del experimento y X, = medida del parametro al inicio de la prueba.

3.2.3.7. Evaluacion de la reproduccion de las poblaciones de nematodos

Para determinar la reproduccion de cada una de las especies, con posterioridad a la
evaluacion de los pardmetros finales de crecimiento se determind la concentracion de

nematodos en suelo y raiz. Para ello se efectud la extraccién y el recuento posterior
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siguiendo los métodos descritos anteriormente (ver 2.2.2.1). Con estos datos se calculd la
poblaciéon final de nematodos correspondiente a cada tratamiento y el indice o tasa de
reproduccion (ver 3.2.2.4).

3.2.3.8. Analisis estadistico

Los datos correspondientes al crecimiento, indice de nodulacidon, nimero de
nematodos por gramo de raiz, nimero de nematodos por 100 cm® de suelo e indice Rf, se
sometieron a ANOVA y las medias se compararon mediante el contraste de la minima
diferencia significativa protegida de Fisher (LSD) a 2= 0,05. Con objeto de normalizar los
datos, previamente al andlisis estadistico, los datos correspondientes al numero de
nematodos por gramo de raiz, nimero de nematodos por 100 cm® de suelo e indice de
reproduccion se transformaron segun la formula Y = log;o (X + 1), donde X = valor de la
variable dada. Asimismo, las interacciones entre los distintos tratamientos se
determinaron mediante contrastes ortogonales de un grado de libertad (P = 0,05),
agrupando los tratamientos segun el grupo tréfico de cada una de las especies utilizadas.
Todos estos analisis se realizaron mediante el programa Statistix (NH Analytical Software,
Roseville, MN).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. PRUEBA DE CAPACIDAD REPRODUCTIVA

3.3.1.1. Lesionadores de raiz y anillados

Los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados indican que el cultivar
de olivo no influyd significativamente sobre el indice o tasa de reproduccién Rf de los
nematodos lesionadores de raiz y nematodos anillados evaluados en estos experimentos (P
= 0,298 y P = 0,833 para los sucesivos experimentos, respectivamente). El valor de Rf en
ambos experimentos, en cambio, varid significativamente segln la especie de nematodo (P
< 0,001), y no existio interaccidn significativa nematodo x cultivar (P = 0,173, P = 0,651,
para el primera y el segundo experiento respectivamente). Entre las especies evaluadas en
los experimentos, C. xenoplax fue la Unica cuyo Rf resultd superior a uno, tanto en
‘Arbequina’ como en ‘Picual’ (Tablas 3.1 y 3.2). Por el contrario, las tres especies de
nematodos lesionadores mostraron una tasa de reproduccidon claramente inferior a uno,

independientemente del cultivar de olivo considerado.
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Tabla 3.1. Capacidad reproductiva de nematodos lesionadores de raiz y nematodos
anillados en cultivares de olivo (primera repeticion)?

Cultivar de Especie de Pi® Pfsuelo® Pf raiz® Pfe Rff

olivo nematodo

Arbequina P. thornei 1000 121,0 £ 8,7 30+£1,2 124,0 + 8,3 0,12 a

P. fallax 1000 101,9 £ 5,9 23,7 £ 4,1 126,6 + 25,8 0,13 a

Z. guevarai 1000 1,4+0,6 0,1+0,1 1,5+ 0.6 0,01a

C. xenoplax 100 122,0 + 25,5 4,0+1,5 125,6 + 25,8 1,26 b

Picual P. thornei 1000 83,1 +21,7 2,3+£0,7 85,4 + 22,1 0,09 a

P. fallax 1000 108,6 + 9,9 18,8 + 4,4 127,4 £ 12,6 0,13 a

Z. guevarai 1000 50+£14 1,6 £0,3 6,6 + 1,47 0,01a

C. xenoplax 100 188,5 + 40,6 0,4+0,4 188,9 + 41,0 1,89b

3Los datos corresponden a la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 60 dias después de la inoculacion. La
inoculacion con cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Los plantones crecieron en macetas
de arcilla (0,4 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C. ®Pi = indculo
inicial. °Pf = poblacion final en el suelo (media = DE) “Pf = poblacién final en raiz (media + DE). °Pf = poblacién final total
(suelo + raiz) (media + DE). Tasa o indice de reproduccion (Rf = Pf/Pi). Dentro de cada cultivar, las medias seguidas por la
misma letra no difieren significativamente (P = 0,05) segln el contraste de la minima diferencia significativa (LSD) protegida de
Fisher. Para cada especie de nematodo se presentan los datos reales, pero los valores de Rf se transformaron segun la formula
y=logo (Rf + 1) antes del ANOVA.

Tabla 3.2. Capacidad reproductiva de nematodos lesionadores de raiz y nematodos
anillados en cultivares de olivo (segunda repeticion)?

Cultivar de Especie de

. Pi® Pfsuelo® Pf raiz® Pf Rff
olivo nematodo
P. thornei 1000 87,6 + 8,2 34,3+ 12,3 114,5 £ 23,4 0,12 a
Arbequina Z. guevarai 1000 28,6 £ 6,4 24,1 £ 6,5 553+ 12,1 0,06 a
C. xenoplax 100  113,8 £ 19,2 7,7 £2,9 119,0 + 22,2 1,20 b
P. thornei 1000  100,7 + 13,5 9,0+3,8 109,7 + 16,5 0,11 a
Picual Z. guevarai 1000 44,0 £ 5,7 57,2 + 16,3 104,9 + 18,8 0,11a
C. xenoplax 100  107,3 + 28,3 2,9+0,8 110,2 + 27,9 1,10b

?Los datos corresponden a la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 60 dias después de la inoculacién. La
inoculacion con cada poblacion de nematodo se llevo a cabo en el momento del trasplante. Los plantones crecieron en macetas
de arcilla (0,4 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 % 1° C. ® Pi = indculo
inicial. © Pf = poblacién final en el suelo (media + DE) %Pf = poblacién final en raiz (media + DE). *Pf = poblacién final total
(suelo + raiz) (media + DE). Tasa o indice de reproduccion (Rf = Pf/Pi). Dentro de cada cultivar, las medias seguidas por la
misma letra no difieren significativamente (P = 0,05) segln el contraste de la minima diferencia significativa (LSD) protegida de
Fisher. Para cada especie de nematodo se presentan los datos reales, pero los valores de Rf se transformaron segun la formula
y=logo (Rf + 1) antes del ANOVA.

3.3.1.2. Nematodos espirales

El cultivar de olivo influyd significativamente (P = 0,0262) sobre la tasa de
reproduccion Rf de los nematodos espirales (Heliycotylenchus spp.) en plantones, siendo
mayor la reproduccién en ‘Picual’ que en ‘Arbequina’ tanto para H. pseudorobustus como
para H. vulgaris (Tabla 3.3). Sin embargo, la reproduccién de las dos especies de nematodo
no varié entre si (P = 0,106) en cada uno de los cultivares de olivo y no existié interaccion

significativa (P = 0,892) entre cultivar y especie de nematodo.
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Tabla 3.3. Capacidad reproductiva de Helicotylenchus spp. en cultivares de olivo®.

Cultivarde  Especiede . pegoloc  pf raizd pfe Rf
olivo nematodo
Arbequina H. pseudorobustus 1000 851 + 269,2 59+1,5 1508 + 269,8 1,51
H. vulgaris 1000 578 + 182,9 6,5+1,0 1046 + 183,3 1,05
Media 1,28 a
Picual H. pseudorobustus 1000 2177 + 376,7 6,3+1,7 2183 + 378,0 2,18
H. vulgaris 1000 1703 +3251 9,1+1,3 1712 + 326,1 1,71
Media 1,94b

3Los datos corresponden a la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 4 meses después de la inoculacion. La
inoculacion con cada poblacién de nematodo se llevo a cabo en el momento del trasplante. Los plantones crecieron en macetas de
arcilla (0,4 L de capacidad), y se mantuvieron en una cdmara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C. ° Pi = densidad de
indculo inicial. ©Pf = poblacion final en el suelo “Pf = poblacién final en raiz. °Pf = poblacidn final total (suelo + raiz) fTasa o indice
de reproduccion (Rf = Pf/Pi). Para cada cultivar, las medias seguidas por la misma letra minuscula no difieren significativamente (P
= 0,05) segun el contraste de la minima diferencia significativa (LSD) protegida de Fisher. Para cada especie de nematodo se
presentan los datos reales, pero los valores de Rf se transformaron segun la formula y= logy (Rf + 1) antes del ANOVA.

3.3.2. PRUEBA DE PATOGENICIDAD: PRIMER EXPERIMENTO

3.3.2.1. Caracterizacion racial de Meloidogyne spp.

En la inoculacion de huéspedes diferenciadores la poblacion de M. incognita se
reprodujo en pimiento, sandia y tomate, sobre los cuales produjo IN medios de 2,5, 3y 8,
respectivamente, en una escala de 1 a 10. En cambio, dicha poblacién no se reprodujo
sobre algodon, cacahuete ni tabaco, mostrando en las tres plantas un IN = 0. Estos
resultados identifican a la poblacién de M. incognita en estudio dentro de la raza fisioldgica 1

(Hartman y Sasser, 1985).

La poblacion de M. arenaria se reprodujo sobre tabaco (IN = 2,5), sandia (IN = 4) y
tomate (IN = 8), pero no se reprodujo, en cambio, sobre algoddn, cacahuete ni pimiento (IN
= 0). Estos resultados conducen a clasificar a la poblacion referida dentro de la raza

fisioldgica 2.

3.3.2.2. Sintomatologia

La observacion de la parte aérea de los plantones de olivo inoculados no permitié
evidenciar sintomas morfoldgicos que estuvieran asociados de forma clara e inequivoca al
efecto del parasitismo por los nematodos evaluados. En algunos casos aislados, plantas que
habian sido inoculadas con Meloidogyne spp., mostraron clorosis en las hojas apicales (Fig.
3.3). Sin embargo, esta sintomatologia se vio enmascarada por un amarillamiento que
afectd a la casi totalidad de las plantas, independientemente del tratamiento. Este sindrome

fue particularmente apreciable en el cv. Arbequina. La etiologia de dicho sindrome fue
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atribuida a desérdenes en la absorcidén de Fe y motivd algunos de los ajustes de metodologia

que tuvieron lugar en la repeticion del experimento.

El sistema radical de las plantas control mostrd un buen aspecto general con
desarrollo de algunas raicillas jovenes originadas durante el periodo de crianza en la
camara de crecimiento que se reconocieron facilmente por su escasa pigmentacion. Las
plantas inoculadas con Pratylenchus spp. también tuvieron, por lo general, un aspecto
sano, aunque excepcionalmente mostraron un desarrollo incipiente de sintomas de
descortezamiento que no alcanzaron entidad suficiente como para merecer una evaluacion
sistematica. Sin embargo, la infeccion por Meloidogyne spp. provocd la formacién de
nddulos radicales de aspecto y tamafio variables en casi todas las plantas inoculadas, que
adoptaron generalmente una localizacion apical. La severidad de este sintoma en cada
planta se evalud mediante el indice de nodulacion (ver 3.2.3.4 y ver 3.3.2.4). Asimismo,
algunas malformaciones de descripcion mas vaga, como escasa ramificacion, constriccion
lateral o la presencia de ramificaciones subterminales en forma de haz similares al cuadro

I\\

tipico del “stubby root", pudieron observarse excepcionalmente en plantas inoculadas con

Meloidogyne spp. (Fig. 3.3).

3.3.2.3. Influencia de la infeccion por Meloidogyne spp. y Pratylenchus

spp. sobre el crecimiento de plantones de olivo
3.3.2.3.1. Cultivar Arbequina

Considerando la totalidad de los parametros de crecimiento relativo que se
incluyeron en el analisis, el maximo valor se identificd para el didmetro del brote en el
tratamiento control (33,9 %) y el minimo se registré para el didmetro del tronco en las
plantas infectadas con A. wuinus (7,0 %) (Tabla 3.4). El tratamiento control obtuvo los
mayores valores de peso fresco total y peso fresco de raiz (7,2 g y 1,8 g, respectivamente).
El andlisis de la varianza indicd que soélo tres de los parametros considerados se vieron
afectados significativamente por la infeccion por Pratylenchus spp. o Meloidogyne spp., y
éstos fueron el crecimiento relativo del diametro del brote principal, el crecimiento relativo
del didmetro del tronco y el incremento relativo del nimero de nudos (P < 0,001, P < 0,001
y P = 0,019, respectivamente). El resto de los parametros considerados no se vieron
afectados significativamente (P > 0,05) por la infeccion de la planta y, por tanto, se
mostraron como indicadores no sensibles a la infeccion por nematodos lesionadores y

noduladores de raiz en las condiciones experimentales utilizadas (P = 0,095, para el
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crecimiento relativo de la longitud del brote principal, P = 0,486, para el peso fresco final

total y P = 0,228, para el peso fresco final de las raices).

La infeccidén por Meloidogyne spp. o Pratylenchus spp. redujo significativamente (P
< 0,05) el crecimiento relativo del diametro del tronco y del brote principal respecto de las
plantas no inoculadas que sirvieron como control (Tabla 3.4). La infeccidon por Meloidogyne
spp. redujo estos parametros en extension significativamente superior (P < 0,05) a la
reduccion originada por Pratylenchus spp. Los contrastes ortogonales realizados dentro de
cada uno de los grupos de nematodos noduladores y lesionadores evaluados indican, en
cambio, que para ambos parametros no existieron diferencias significativas (P > 0,05) entre
las especies de un mismo género (Tabla 3.4).

Tabla 3.4: Influencia de la infeccion de raices de olivo por nematodos noduladores y
lesionadores de raiz sobre el crecimiento de plantones del cultivar Arbequina (primera repeticion)?.

Crecimiento o incremento relativo

— Peso Peso
Tratamiento Altura Altura Diametro D'g:“;‘::ro N° nudos’ fresco fresco raiz

Total® brote ppal.© tronco® ppal.® total (9)

0 Control 0,2578 0,1463 0,2044 0,3387 0,3288 7,2250 1,7950

1 M. arenaria 0,2433 0,1516 0,1244 0,2453 0,2621 6,7300 1,5450

2 M. incognita 0,2578 0,1746 0,0956 0,2636 0,2713 7,0116 1,6895

3 M. javanica 0,1908 0,1204 0,1173 0,2364 0,1912 6,7850 1,5900

4 P. penetrans 0,2469 0,1730 0,0940 0,1233 0,3194 7,2000 1,6550

5 P. vulnus 0,1914 0,1444 0,0701 0,1379 0,2427 6,0950 1,2450

Contrastes?

0 vs. (1-5) ns ns <0,0001 <0,0001 0,0327 ns ns
0 vs. (1-3) ns ns <0,0001 <0,0001 0,0137 ns ns
0 vs. (4-5) ns ns <0,0001 <0,0001 ns ns ns
(1-3) vs. (4-5) ns ns 0,0305 <0,0001 ns ns ns
1 vs. (2-3) ns ns ns ns ns ns ns
2 vs (1,3) ns ns ns ns ns ns ns
3 vs (1,2) ns ns ns ns 0,0433 ns ns
4 vs.5 ns ns ns ns ns ns ns

2Los datos son la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 70 dias después de la inoculacion. La inoculacién con
cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del transplante. Las plantas se inocularon con 5.000 nematodos
/planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas de plastico
(2,5 L de capacidad), y se mantuvieron en una cdmara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C y un fotoperiodo de 14
h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200, = 20 pEm™s™. ®Crecimiento relativo de la altura total = (altura total
final - altura total inicial)/altura total inicial. “Crecimiento relativo de la altura del brote principal = (altura final del brote ppal.-
altura inicial del brote ppal.)/ altura inicial del brote ppal “Crecimiento relativo del didmetro de tronco = (didmetro tronco final -
diametro tronco inicial)/didmetro tronco inicial. “Crecimiento relativo del didametro del brote ppal. = (didmetro final del brote
ppal. - didmetro inicial del brote ppal.)/didmetro inicial del brote ppal.. fIncremento relativo del ndmero de nudos = (nimero de
nudos final -ndmero de nudos inicial)/ nimero de nudos inicial. °Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal
de un sdlo grado de libertad; ns =no significativo (P> 0.05).

El nimero de nudos en las plantas control no inoculadas, mostré un incremento
relativo significativamente superior (P < 0,05) al que se encontro en las plantas inoculadas
consideradas en su totalidad y en las plantas inoculadas con Meloidogyne spp. Ademas, el

incremento en el nimero de nudos de las plantas inoculadas con M. javanica fue
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significativamente inferior (P < 0,05) al incremento en el nimero de nudos de las plantas
inoculadas con M. arenaria y M. incognita (Tabla 3.4.). No existié ninguna diferencia
significativa (P > 0,05) en el incremento del nimero de nudos entre las otras especies de

nematodos noduladores o las especies de nematodos lesionadores de raiz (Tabla 3.4.).

3.3.2.3.2. Cultivar Picual

El crecimiento relativo de las plantas del cv. Picual, considerado a través de sus
distintos indicadores, fluctué entre un 39,0 % (incremento relativo del nimero de nudos en
el control) y un 6,4% (crecimiento relativo del didmetro del brote principal en las plantas
inoculadas con P. penetrans) (Tabla 3.5). De forma similar a lo que ocurrié en ‘Arbequina’,
el tratamiento control obtuvo los mayores valores de peso fresco total y peso fresco de raiz,
con 7,5 g y 2,4 g, respectivamente. Los parametros que se vieron afectados
significativamente por la infeccion de nematodos noduladores o lesionadores de raiz fueron
los siguientes: crecimiento relativo del diametro del tronco, crecimiento relativo del diametro
del brote principal, peso fresco total y peso fresco de la raiz (P < 0,001, P < 0,001, P =
0,003 y P < 0,001, respectivamente). El crecimiento relativo de la altura total, el crecimiento
relativo de la altura de la rama principal y el incremento relativo del nimero de nudos no se
vieron afectados significativamente por la infeccion de nematodos noduladores o
lesionadores de raiz en las condiciones experimentales utilizadas (P = 0,135, P= 0,221y P

= 0,061, respectivamente).

La infeccion de "Picual’ por Meloidogyne spp. Yy Pratylenchus spp. redujo
significativamente (P < 0,05) el crecimiento relativo del diametro del tronco y del brote
principal respecto de las plantas control (Tabla 3.5). Los contrastes ortogonales realizados
indicaron que no existieron diferencias significativas (P > 0,05) entre plantas infectadas por
los diferentes géneros de nematodos (Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp.) o entre
diferentes especies dentro de un mismo género en el crecimiento del diametro del tronco
(Tabla 3.5). Sin embargo, en cuanto al crecimiento relativo del didametro del brote principal
se observd que las plantas infectadas por M. incognita presentaron para este parametro un
valor significativamente menor (P < 0,05) al de las plantas infectadas por las otras dos
especies de noduladores (Tabla 3.5). Ademas, el crecimiento relativo del diametro del brote
principal en las plantas infectadas por P. penetrans fue significativamente inferior (P < 0,05)

al de las plantas infectadas por P. vuinus (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5: Influencia de la infeccion de raices de olivo por nematodos noduladores y
lesionadores de raiz sobre el crecimiento de plantones del cultivar Picual (primera repeticion)?.

Crecimiento o incremento relativo

Diamet Peso Peso
Tratamiento . lametro fresco fresco raiz
AIturab Altura . Diametro  p, ote  No pudos’  total (9)
Total brote ppal. tronco? ppal.¢ 9
0 Control 0,2080 0,1750 0,2694 0,3794 0,3904 7,5350 2,3637
1 M. arenaria 0,1427 0,1190 0,0964 0,1753 0,2489 5,1950 1,4100
2 M. incognita 0,1935 0,1554 0,1232 0,1182 0,3211 5,3600 1,4000
3 M. javanica 0,1841 0,1638 0,1537 0,1893 0,2846 5,5500 1,3500
4 P. penetrans 0,1538 0,1405 0,0704 0,0637 0,3601 6,3900 1,7400
5 P. vulnus 0,1437 0,1250 0,1130 0,2012 0,2869 6,0450 1,5400
Contrastes?
0 vs. (1-5) ns ns <0,0001 <0,0001 ns 0,0002 <0,0001
0 vs. (1-3) ns ns <0,0001 <0,0001 ns <0,0001 <0,0001
0 vs. (4-5) ns ns <0,0001 <0,0001 ns 0,0151 0,0001
(1-3) vs. (4-5) ns ns ns ns ns 0,0350 ns
1 vs. (2-3) ns ns ns ns ns ns ns
2 vs (1,3) ns ns ns 0,0259 ns ns ns
3 vs (1,2) ns ns ns ns ns ns ns
4 vs. 5 ns ns ns 0,0001 ns ns ns

2Los datos son la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 70 dias después de la inoculacion. La inoculacién con
cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del transplante. Las plantas se inocularon con 5.000 nematodos
/planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas de plastico
(2,5 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C y un fotoperiodo de 14
h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200, = 20 pEm™s™. ®Crecimiento relativo de la altura total = (altura total
final - altura total inicial)/altura total inicial. “Crecimiento relativo de la altura del brote principal = (altura final del brote ppal.-
altura inicial del brote ppal.)/ altura inicial del brote ppal “Crecimiento relativo del didmetro de tronco = (didmetro tronco final -
didmetro tronco inicial)/didmetro tronco inicial. “Crecimiento relativo del didametro del brote ppal. = (didmetro final del brote
ppal. - didmetro inicial del brote ppal.)/didmetro inicial del brote ppal.. fIncremento relativo del ndmero de nudos = (nimero de
nudos final -ndmero de nudos inicial)/ nimero de nudos inicial. °Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal
de un sdlo grado de libertad; ns =no significativo (P > 0.05).

La inoculacion con Meloidogyne spp. o con Pratylenchus spp. redujo
significativamente (P < 0,05) el peso fresco total y el peso fresco de la raiz de las plantas
respecto del control no inoculado (Tabla 3.5). Asimismo, la inoculacién con Meloidogyne
spp. redujo significativamente (P < 0,05) el peso fresco final de las plantas en extension
significativamente superior a la reduccidon ocasionada por la inoculacién con Pratylenchus
spp. No pudo observarse, en cambio, en los parametros de peso fresco un efecto diferencial
significativo (P > 0,05) asociable a la infeccion por distintas especies de nematodos dentro

de un mismo género.

3.3.2.4. Reproduccion de nematodos noduladores y lesionadores de raiz

en plantones de olivo inoculados

3.3.2.4.1. Cultivar Arbequina

El andlisis de varianza y los contrastes ortogonales realizados mostraron que la tasa
o indice de reproduccion fue significativamente superior (P < 0,05) para los nematodos

noduladores comparados con los lesionadores de raiz (Tabla 3.6). Asimismo, entre los

noduladores, M. arenaria presentd una tasa de reproduccion significativamente mayor (P <
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0,05) que M. incognita y M. javanica y M. incognita tuvo una tasa de reproduccion
significativamente mas baja (P < 0,05) que M. arenariay M. javanica (Tabla 3.6). Entre los
nematodos lesionadores, P. vuinus tuvo una tasa de reproduccion significativamente mayor
(P < 0,05) que P. penetrans (Tabla 3.6).

Tabla 3.6: Reproduccion de nematodos lesionadores y noduladores de raiz sobre plantones
de olivo del cultivar Arbequina (primera repeticion)®.

Tratamientos Nemat;)dos/ Nematodos/ indice de ) pfe Rf¢ -
100 cm® suelo g raiz nodulacion (Pf/Pi)
1 M. arenaria 44,0 15540,2 2,8889 21531 1,4354
2 M. incognita 65,8 9034,7 1,7222 14785 0,9857
3 M. javanica 52,6 11141,1 3,1579 18055 1,2037
4 P. penetrans 27,3 1833,5 - 3381 0,6762
5 P. vulnus 23,1 5616,9 - 6328 1,2655
Contrastes®
(1-3) vs. (4-5) - - - - 0,0010
1 vs. (2-3) ns 0,0025 ns 0,0014 0,0010
2 vs. (1,3) ns 0,0026 <0,0001 0,0011 0,0011
3 s (1,2) ns ns 0,0030 ns ns
4 vs. 5 ns <0,0001 - <0,0001 <0,0001

3Los datos corresponden a la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 70 dias después de la inoculacion. La
inoculacion con cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 5.000
nematodos /planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas
de plastico (2,5 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 = 1° C y un
fotoperiodo de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200 + 20 uEm™s™. PSeveridad de la nodulacién evaluada
segln la escala 1 = 0-10 % del sistema radical nodulado, 2 = 10-20 %, 3 = 20-40 %, 4 = 40-70 %, 5 = 70-90 %, 6 = 90-100
%. “Poblacion final total de nematodos en suelo y en raiz. “Tasa de reproduccién (poblacién final/poblacién inicial) Probabilidad
estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sdlo grado de libertad; ns = no significativo (P > 0.05); - = no
evaluado.

El mayor indice de nodulacion se alcanzd en plantas inoculadas con M. javanica (IN
= 3,16) mientras que el mas bajo correspondié a M. incognita (IN = 1,72). El indice de
nodulacién en las plantas infectadas por M. javanica resultd significativamente superior (P =
0,05) que en las plantas infectadas por las otras dos especies de Meloidogyne consideradas
conjuntamente. Sin embargo, la nodulacién radical inducida por la infeccién de M. incognita
fue significativamente inferior (P < 0,05) al de las plantas infectadas por las otras dos
especies de Meloidogyne (Tabla 3.6). La maxima poblacidon final se encontrd en las plantas
inoculadas con M. arenaria (21531 nematodos), mientras que la minima fue la que se
registrd en las plantas inoculadas con P. penetrans (3381 nematodos). La densidad de
poblacién de nematodos en el suelo varié entre un maximo de 65,8 nematodos/100 cm? para
M. incognita y un minimo de 23,1 nematodos / 100 cm® para P. vulnus (Tabla 3.6). El
numero de nematodos en raiz oscilé entre un minimo de 1833,5 nematodos/g, para las
plantas inoculadas con P. penetrans y un maximo de 15540,2 nematodos/g, para las que

fueron inoculadas con M. arenaria.
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El andlisis de contrastes ortogonales indico que los valores de numero de
nematodos por gramo de raiz y poblacion final por planta que se alcanzaron con M. arenaria
fueron significativamente superiores (P < 0,05) a los alcanzados con las otras dos especies
del género Meloidogyne (Tabla 3.6). No se registraron diferencias significativas (P > 0,05),
en cambio, en la densidad final de nematodos en suelo en ninguna de las comparaciones
realizadas entre noduladores y lesionadores de raiz (Tabla 3.6). Los contrastes ortogonales
indican, por otra parte, que el nimero de nematodos en raiz, la poblacién final y la tasa de
reproduccién fueron significativamente superiores (P < 0,05) en P. wulnus que en P.

penetrans (Tabla 3.6).

3.3.2.4.2. Cultivar ‘Picual’

La tasa de reproduccion maxima correspondié a M. arenaria (1,497), mientras que
P. penetrans (0,901) presentd la minima. El andlisis de varianza y los contrastes ortogonales
realizados mostraron que este parametro fue significativamente superior (P < 0,05) en
nematodos noduladores que en lesionadores de raiz (Tabla 3.7). Entre los noduladores, M.
arenaria presentd una tasa de reproduccion significativamente mayor (P < 0,05) que M.
incognita y M. javanica, mientras que M. incognita y M. javanica considerados en forma
aislada tuvieron una tasa de reproduccidn significativamente mas baja (P < 0,05) que la
media de las otras dos especies del género consideradas conjuntamente (Tabla 3.7). A.
vulnus tuvo, por otra parte, una tasa de reproduccion significativamente mayor (P < 0,05)

que P. penetrans (Tabla 3.7).

El mayor indice de nodulacion se alcanzd en plantas inoculadas con M. incognita (IN
= 2,15), mientras que el mas bajo correspondié a M. arenaria (IN= 1,63). Sin embargo, no
hubo diferencias significativas (P > 0,05) en la nodulacidon causada en plantas infectadas por
las distintas especies de Meloidogyne (Tabla 3.7).

La densidad de poblacion de nematodos en el suelo varié entre un minimo de 23,6
nematodos/100 cm? para M. incognita, y un méximo de 79,8 nematodos/100 cm? para M.
arenaria (Tabla 3.7). El numero de nematodos en raiz oscilé entre un minimo de 2113,9
nematodos/g para P. penetrans y un maximo de 14831,1 para M. arenaria. Los contrastes
ortogonales realizados indicaron que M. arenaria presentd un numero de nematodos en
suelo y raiz, y una poblacidn final significativamente superiores (P < 0,05) a las otras dos
especies del género Meloidogyne (Tabla 3.7). M. incognita, por su parte, presentd un
nimero de nematodos en suelo y una poblacion final significativamente inferiores (P < 0,05)

a las otras dos especies de Meloidogyne, sin que hubieran registrado diferencias
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significativas (P > 0,05) en el nimero de nematodos en raiz (Tabla 3.7). Asimismo, los
contrastes indicaron que el nimero de nematodos en raiz, la poblacién final y la tasa de
reproduccion fueron significativamente superiores (P < 0,05) en P. wulnus que en P.
penetrans, y que no existieron diferencias significativas (P > 0,05) en el nimero de

nematodos en suelo entre ambas especies (Tabla 3.7).

Tabla 3.7: Reproduccion de nematodos lesionadores y noduladores de raiz sobre plantones
de olivo del cultivar Picual (primera repeticion)®.

. d
No Tatamientos  [SeTelolosl  Nematodos  Infikede, pr RO
1 M. arenaria 79,8 14831,1 1,6316 22465 1,4967
2 M. incognita 23,6 12187,9 2,1500 15263 1,0175
3 M. javanica 45,9 11341,5 1,900 15659 1,0439
4 P. penetrans 36,4 2113,9 -f 4505 0,9010
5 P. vulnus 24,5 3261,8 - 5684 1,1368
Contrastes®
(1-3) vs. (4-5) - - - - 0,0048
1 vs. (2-3) <0,0001 0,0057 ns <0,0001 <0,0001
2 vs. (1,3) 0,0007 ns ns 0,0091 0,0036
3 s (1,2) ns ns ns 0,0377 0,0149
4 vs. 5 ns <0,0001 - 0,0053 0,0070

?Los datos corresponden a la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 70 dias después de la inoculacién. La
inoculacion con cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 5.000
nematodos /planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas
de pléstico (2,5 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C y un
fotoperiodo de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200 + 20 nEm™s™. PSeveridad de la nodulacién evaluada
segln la escala 1 = 0-10 % del sistema radical nodulado, 2 = 10-20 %, 3 = 20-40 %, 4 = 40-70 %, 5 = 70-90 %, 6 = 90-100
%. “Poblacion final total de nematodos en suelo y en raiz. “Tasa de reproduccién (poblacién final/poblacién inicial) Probabilidad
estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sdlo grado de libertad; ns = no significativo (P > 0.05); - = no
evaluado.

3.3.3. PRUEBA DE PATOGENICIDAD: SEGUNDO EXPERIMENTO

3.3.3.1. Sintomatologia

Al final del experimento, los plantones del cv. Picual infectados por Meloidogyne
spp. presentaban de forma generalizada una clorosis pronunciada en las hojas jovenes que,
en los casos mas graves, resultaba en necrosis marginales y defoliacion (Fig.3.3). Las
plantas afectadas en menor medida solo presentaban esa sintomatologia en las hojas de la
parte distal del tallo, mientras que en grados crecientes de severidad los sintomas afectaron las
hojas en un nimero mayor de nudos, siempre en progresion basipeta. A fin de estimar la
intensidad del dafio y poder realizar comparaciones entre los tratamientos, se elabord una
escala de severidad de 0 a 5 y dicho dafo se evaludé en cada una de las repeticiones de los

tratamientos que resultaron afectados. La escala de 0 a 5 se elabord de acuerdo con el
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CONTROL || BAJO (5 %) | MEDIO (30 %) || ALTO (50 %) |

Fig. 3.3. Reaccion de las plantas en las pruebas de patogenicidad A) Primer experimento de la
prueba de patogenicidad: A;) Sintomas en la parte aérea causados por la infeccion de Meloidogyne javanica
A;) y As3) Sintomas causados por Meloidogyne javanica en raices de plantas de olivo infectadas B) Segundo
experimento de la prueba de capacidad reproductiva: B,) Sintomas causados por Meloidogyne spp. en la
parte aérea de plantas de 'Picual’ B,) Escala de severidad adoptada para la evaluacion de sintomas Bs) a Byy)
Sintomas causados por Meloidogyne spp. en la raiz de plantas de olivo infectadas.
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porcentaje de tejido foliar afectado (0 = Planta sana; 1 = clorosis en algunas hojas del 25
% superior de la planta; 2 = clorosis y leve defoliacion en dicho 25 % apical y clorosis en
el resto del tercio apical; 3 = muerte del brote apical, clorosis y defoliacién en el resto del
tercio apical y clorosis en el resto de la mitad apical; 4 = defoliacidon grave en toda la mitad
apical, clorosis en alguna parte de la mitad basal; 5 = planta muerta. Los resultados se

exponen en el apartado correspondiente junto a los del indice de nodulacion (Tabla 3.9).

3.3.3.2. Control de calidad del inoculo

Las inoculacién de plantas de tomate susceptible mostraron que el indculo de las
tres especies de Meloidogyne spp. cumplia los requisitos para asegurar un buen nivel de
infeccién. M. arenaria origind una de nodulacién media del 70 % y la tasa media de
reproduccién obtenida fue de 136,0. En el caso de M. incognita, estos valores fueron de
77,5 % y 105,0 respectivamente, mientras que los registrados con M. javanica fueron 80 %

y 168,9, respectivamente.

3.3.3.3. Influencia de la infeccion por Meloidogyne spp. y Pratylenchus

spp. sobre el crecimiento de plantones de olivo

3.3.3.3.1. Cultivar Arbequina

En el segundo experimento de patogenicidad las variables e indices de crecimiento
mostraron, para todos los casos sin excepcion, valores superiores a los obtenidos en el
primero. En todos los tratamientos los indices correspondientes a la altura total, el diametro
del brote principal y el nimero de nudos mostraron un crecimiento relativo superior al 100
% (Tabla 3.8). En el caso extremo maximo, la altura total de las plantas control alcanzd un
incremento medio del 1028,0 %. El didmetro del tronco, en cambio, mostrd incrementos
relativos que fueron inferiores al 100 % y oscilaron entre un maximo de 45,9 % (plantas
control) y un minimo de 29,1 % (plantas inoculadas con P. vuinus). El peso fresco total final
de la parte aérea varié entre un minimo de 7,8 g, en plantas inoculadas con M. javanica, y
un maximo de 10,0 g, en plantas inoculadas con P. penetrans. El peso fresco final de la raiz
tuvo su maximo valor promedio en las plantas control (3,7 g), mientras que el minimo se
registrd en las plantas inoculadas con M. javanica (2,9 g).

El analisis de la varianza indicd que el crecimiento relativo de la altura total, el
crecimiento relativo del diametro del brote principal, el incremento relativo del nimero de
nudos y el peso fresco total fueron afectados significativamente por la infeccion por

nematodos lesionadores o noduladores de raiz (P = 0,012, P = 0,025, P = 0,008 y P <
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0,001, respectivamente). El resto de los parametros considerados (crecimiento relativo del
diametro del tronco, peso fresco de raiz y relacion peso de raiz/peso parte aérea) no
fueron afectados significativamente (P > 0,05) por la infeccién de la planta y, por tanto, se
mostraron como indicadores no sensibles a la infeccion por nematodos lesionadores y

noduladores de raiz en las condiciones experimentales utilizadas.

El incremento relativo de la altura total en las plantas inoculadas con Meloidogyne
spp. resultd significativamente inferior (P < 0,05) al de las plantas control no inoculadas y al
de las plantas inoculadas con Pratylenchus spp. (Tabla 3.8). No se detectaron diferencias

significativas (P > 0,05) en el resto de las comparaciones realizadas.

Tabla 3.8. Influencia de la infeccion de raices de olivo por nematodos lesionadores y
noduladores de raiz sobre el crecimiento de plantones del cv. Arbequina (segunda repeticion)?.

Crecimiento o incremento relativo

Peso fresco Peso fresco

Tratamiento Alturg Diametro Diametro 4 NOnudos® total (g) raiz (g)
total tronco® brote ppal.
0 Control 10,280 0,4588 2,2268 3,8458 9,6200 3,6500
1 M. arenaria 7,9808 0,3764 1,5724 3,1625 7,9421 2,9500
2 M. incognita 7,6501 0,4335 1,5882 3,1833 9,9778 3,4900
3 M. javanica 5,5632 0,3208 1,5030 2,6750 7,8333 2,8650
4 P penetrans 9,8993 0,3608 1,7770 3,7875 9,9882 3,2750
5 P wulnus 9,7415 0,2911 1,6346 4,0250 9,6944 3,5750
Contrastes’

0 vs. (1-5) ns ns 0,0008 ns ns ns

0 vs. (1-3) 0,0078 ns 0,0005 0,0128 ns ns

0 vs. (4-5) ns ns 0,0101 ns ns ns

(1-3) vs. (4-5) 0,0040 ns ns 0,0008 0,0082 ns

1 vs (2-3) ns ns ns ns ns ns

2 vs (1,3) ns ns ns ns 0,0012 ns

3 vs. (1,2) ns ns ns ns ns ns

4 vs.5 ns ns ns ns ns ns

?Los datos corresponden a la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 135 dias después de la inoculacién. La
inoculacion con cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 5.000
nematodos /planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+1J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas
de arcilla (1 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C y un fotoperiodo
de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200 + 20 uEms’, °Crecimiento relativo de la altura total = (altura
total final - altura total inicial)/altura total inicial. “Crecimiento relativo del didametro de tronco = (didmetro tronco final -
didmetro tronco inicial)/diametro tronco inicial. “Crecimiento relativo del didmetro del brote ppal. = (didmetro final brote ppal. -
diametro inicial brote ppal.)/didametro inicial brote ppal.. ®Incremento relativo del nimero de nudos = (nimero de nudos final-
ndmero de nudos inicial)/ nimero de nudos inicial. ‘Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sélo
grado de libertad; ns =no significativo (P > 0.05).

El crecimiento relativo del didametro del brote principal alcanzd un valor
significativamente superior (P < 0,05) en las plantas control, comparado con el de las
plantas inoculadas con Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp. consideradas en su totalidad
(Tabla 3.8). No se detectaron, en cambio, diferencias significativas (P > 0,05) entre

nematodos noduladores y lesionadores, o entre las especies del mismo género (Tabla 3.8).
El incremento relativo del nimero de nudos fue significativamente superior (P <
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0,05) en las plantas control comparado con las plantas inoculadas con Meloidogyne spp.
Asimismo, este parametro resultd significativamente superior (P < 0,05) en las plantas
inoculadas con Pratylenchus spp. que en las inoculadas con Meloidogyne spp., sin que
existieran diferencias significativas (P > 0,05) en el resto de las comparaciones realizadas
(Tabla 3.8).

3.3.3.3.2. Cultivar Picual

La tendencia general de las variaciones en los valores e indices de crecimiento que
se registraron en el segundo experimento de patogenicidad en ‘Picual’ fue similar a la que
se verificd para ‘Arbequina’. Al igual que ocurrié con este cultivar todas las medias de los
diversos parametros en ‘Picual’ fueron, en este segundo experimento, superiores a las
obtenidas en el primero. En todos los tratamientos los indices correspondientes a la altura
total, el diametro del brote principal y el nUmero de nudos mostraron un crecimiento
relativo superior al 100 % (Tabla 3.9). El caso extremo maximo ocurrié con la altura total
de las plantas inoculadas con A. vuinus, que presentd un incremento medio del 1306,8 %.
El diametro del tronco, en cambio, mostré incrementos relativos que fueron inferiores al
100 % y oscilaron entre un maximo de 84,8 % (plantas control) y un minimo de 55,0 %
(plantas inoculadas con P. penetrans). El peso fresco final de la parte aérea varié entre un
minimo de 9,7 g, para las plantas inoculadas con M. javanica, y un maximo de 11,7 g, para
las plantas inoculadas con A. penetrans. El peso fresco final de la raiz tuvo su maximo
valor medio en las plantas inoculadas con A. penetrans (5,6 g), mientras que el minimo se

registrd en el control (4,5 g).

El andlisis de varianza indicd que cuatro de los parametros analizados se vieron
afectados de forma significativa (P < 0,05) por la inoculacién de nematodos noduladores y
lesionadores de raiz (Tabla 3.9). Estos parametros fueron el crecimiento relativo del
diametro del tronco (P = 0,022), el crecimiento relativo del diametro del brote principal (P =
0,040) y la severidad de los dafios en la parte aérea (P < 0,001). Ninguno de los otros
parametros considerados (altura total, peso fresco total y peso fresco de raiz) se vid

afectado significativamente (P > 0,05) por la infeccidn de las plantas (Tabla 3.9).

El crecimiento relativo del diametro del tronco y del didametro del brote principal
resultaron significativamente mayores (P < 0,05) en las plantas control que en las plantas
inoculadas con nematodos noduladores o lesionadores consideradas en su totalidad, no
existiendo diferencias significativas (P > 0,05) entre las especies del mismo género (Tabla
3.9).
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Tabla 3.9. Influencia de la infeccion de raices de olivo por nematodos lesionadores y
noduladores de raiz sobre el crecimiento de plantones del cv. Picual (segunda repeticion)?.

Crecimiento o incremento relativo

Severidad Peso p.gq fresco

Tratamientos Altura Didmetro Diametro . dedaiios en Fresco .
b d N° nudos 2 raiz (g)
total® tronco® brote ppal. parte aerea total (g)
0 Control 11,659 0,8477 2,0210 4,1717 0,1000 9,9632 4,4750
1 M. arenaria 11,576 0,6410 1,5852 3,6167 1,0500 10,437 5,2850
2 M. incognita 11,257 0,5907 1,4400 4,0750 0,3500 10,637 4,9650
3 M. javanica 9,378 0,6397 1,4818 3,4958 1,0500 9,7050 5,0400
4 P. penetrans 12,553 0,5503 1,5986 3,8583 0,1500 11,716 5,5700
5 P wuilnus 13,068 0,4865 1,4291 3,9583 0,0500 9,8550 4,7300
Contrastes’

0 vs. (1-5) ns 0,0014 0,0013 ns 0,0020 ns ns

0 vs. (1-3) ns 0,0102 0,0021 ns <0,0001 ns ns

0 vs. (4-5) ns 0,0004 0,0043 ns ns ns ns

(1-3) vs. (4-5) ns ns ns ns <0,0001 ns ns

1 vs. (2-3) ns ns ns ns 0,0230 ns ns

2 vs (1,3) ns ns ns ns <0,0001 ns ns

3 vs. (1,2) ns ns ns ns 0,0230 ns ns

4 vs. 5 ns ns ns ns ns ns ns

3Los datos corresponden a la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 135 dias después de la inoculacion. La
inoculacion con cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 5.000
nematodos /planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas
de arcilla (1 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C y un fotoperiodo
de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200 + 20 uEm™s™, ®Crecimiento relativo de la altura total = (altura
total final - altura total inicial)/altura total inicial. “Crecimiento relativo del diametro de tronco = (didmetro tronco final -
didmetro tronco inicial)/didmetro tronco inicial. “Crecimiento relativo del didmetro del brote ppal. = (didmetro final brote ppal. -
didmetro inicial brote ppal.)/didmetro inicial brote ppal.. *Incremento relativo del nimero de nudos = (nimero de nudos final-
nimero de nudos inicial)/ nimero de nudos inicial. PProbabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sélo
grado de libertad; ns = no significativo (P > 0.05).

Las plantas inoculadas con Meloidogyne spp. mostraron un indice de severidad de
los sintomas significativamente superior (P < 0,05) al de las plantas control o las inoculadas
con Pratylenchus spp. que no mostraron sintomas aéreos de clorosis o defoliacion, salvo en
casos muy excepcionales (Tabla 3.9). Asimismo, la severidad de sintomas aéreos resultd
significativamente inferior (P < 0,05) en las plantas inoculadas con M. /incognita que en las lo
que fueron con las otras dos especies del género. No se observaron diferencias significativas
(P > 0,05) en este parametro entre el control y las plantas inoculadas con Pratylenchus spp.

ni entre P. penetransy P. vuinus.

3.3.3.4. Reproduccion de nematodos noduladores y lesionadores de raiz

en plantones de olivo inoculados

3.3.3.4.1. Cultivar Arbequina

El andlisis de varianza y los contrastes ortogonales realizados indicaron que el indice
de reproduccion de los nematodos noduladores fue significativamente superior (P < 0,05) al

de los lesionadores de raiz (Tabla 3.10). Asimismo, entre los nematodos noduladores, M.

arenaria present6 una indice de reproduccion significativamente superior (P < 0,05) al de M.
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incognita y M. javanica (Tabla 3.10). M. incognita tuvo un indice de reproduccién
significativamente mas bajo (P < 0,05) que el de las otras dos especies consideradas
conjuntamente, mientras que el indice de reproduccion de M. javanica, en cambio, fue
similar (P > 0,05) al de las otras dos especies consideradas conjuntamente (Tabla 3.10).
Tampoco se detectaron diferencias significativas (P > 0,05) en el indice de reproduccion de

los nematodos lesionadores de raiz (Tabla 3.10).

El mayor indice de nodulacién se alcanzd en plantas inoculadas con M. arenaria (IN
= 1,63). No hubo diferencias significativas (P > 0,05) en la nodulacién causada en plantas

infectadas por las distintas especies de Meloidogyne (Tabla 3.10).

Tabla 3.10. Reproduccién de nematodos lesionadores y noduladores de raiz sobre
plantones de olivo del cv. Arbequina (segunda repeticién)?.

Tratamiento 100 cm® sucio Nen;art:i:osl nodulacion® Pf (P?/f:’i)
1 M. arenaria 117,31 11294 1,6316 32999 2,1999
2 M. incognita 99,45 7154,9 1,2632 23799 1,5853
3 M. javanica 92,10 10314 1,6000 27761 1,8507
4 P. penetrans 32,87 2148,2 - 6694,3 1,3388
5 P. vuilnus 51,95 2147,2 - 7617,5 1,5235
Contrastes®
(1-3) vs. (4-5) - - . - <0,0001
1 vs. (2-3) ns 0,0366 ns’ 0,0027 0,0012
2 vs. (1,3) ns 0,0015 ns 0,0039 0,0021
3vs (1,2) ns ns ns ns ns
4vs 5 ns ns - ns ns

3Los datos corresponden a la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 135 dias después de la inoculacion. La
inoculacién con cada poblacién de nematodo se llevéd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 5.000
nematodos /planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas
de arcilla (1 L de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C y un fotoperiodo
de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200 + 20 uEm-2s-1. "Severidad de la nodulacién calificada segun la
escala 1 = 0-10 % del sistema radical nodulado, 2 = 10-20 %, 3 = 20-40 %, 4 = 40-70 %, 5 = 70-90 %, 6 = 90-100 %,
“Poblacion final total de nematodos en suelo y en raiz. “Tasa de reproduccion (poblacién final/poblacién inicial) ®Probabilidad
estimada para el estadistico ¢del contraste lineal de un sélo grado de libertad; ns =no significativo (P> 0.05); -= no evaluado.

El nimero de nematodos en el suelo varié entre un maximo de 117,3
nematodos/100 cm?, para M. arenaria y un minimo de 32,9 nematodos/100 ¢cm® para A.
penetrans (Tabla 3.10). El nimero de nematodos en raiz, por su parte, oscild6 entre un
minimo de 2147,2 nematodos/g de raiz, en las plantas inoculadas con A. vu/nusy un maximo
de 11294 nematodos/g de raiz en las plantas inoculadas con M. arenaria. La maxima
poblacion final se verificd en las plantas inoculadas con M. arenaria (32999 nematodos),
mientras que la minima fue la que se encontrd en las plantas inoculadas con P. penetrans
(6694,3 nematodos). A diferencia de lo que ocurrié en el primer experimento, todos los

valores de la tasa de reproduccion fueron superiores a 1. El maximo valor correspondio
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nuevamente a M. arenaria (2,199), mientras que el minimo se encontré en P. penetrans
(1,339) (Tabla 3.10). Los contrastes ortogonales realizados indicaron que M. arenaria
presentd un numero de nematodos en raiz y una poblacion final significativamente
superiores (P < 0,05) a las otras dos especies del género Meloidogyne (Tabla 3.10). Por su
parte, M. incognita presentd un nimero de nematodos y poblacién final significativamente
inferiores (P < 0,05) a los registrados en las otras dos especies del género Meloidogyne, sin
que se registraran diferencias significativas (P > 0,05) en el nimero de nematodos en suelo
(Tabla 3.10). Asimismo, los contrastes ortogonales indicaron que no existieron diferencias
significativas (P > 0,05) en el nUmero de nematodos en suelo y raiz ni en la poblacion final

entre las dos especies de Pratylenchus spp. (Tabla 3.10).

3.3.3.4.2. Cultivar Picual

Todos los indices de reproduccion de los nematodos noduladores y lesionadores de
raiz resultaron superiores a 1 (Tabla 3.11). La tasa de reproduccion maxima correspondio a
P. wuinus, (2,305), mientras que M. incognita (1,329) presentd la minima. El analisis de
varianza y los contrastes ortogonales realizados indicaron que el indice de reproducciéon de
los nematodos noduladores fue significativamente superior (P < 0,05) al de los lesionadores
de raiz (Tabla 3.11). Asimismo, entre los nematodos lesionadores A. vulnus presentd una
indice de reproduccién significativamente mayor (P < 0,05) que P. penetrans (Tabla 3.11).
No se detectaron diferencias significativas (P > 0,05), en cambio, en el indice de

reproduccion entre los distintos nematodos noduladores de raiz (Tabla 3.11).

La densidad final de nematodos en el suelo varid6 entre un minimo de 25,8
nematodos/100 cm® para M. incognita, y un méaximo de 124,5 nematodos/100 cm? para P.
vulnus (Tabla 3.11). El nimero de nematodos en la raiz varié entre un minimo de 1408,5
nematodos/g de raiz para P. penetransy un maximo de 4523,3 nematodos/g de raiz para M.
incognita. El maximo registro en la poblacion final de nematodos correspondié a M. javanica
con 23512 nematodos por planta, mientras que el minimo valor se encontrd en P. penetrans,
con 7467,2 nematodos por planta. El nUmero de nematodos en suelo fue significativamente
menor (P < 0,05) en M. arenaria que en las otras dos especies de Meloidogyne spp.
Asimismo, el nimero de nematodos en suelo en las plantas inoculadas con M. incognita fue
significativamente superior (P < 0,05) al de las plantas inoculadas con las otras dos especies
de Meloidogyne sp.. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) dentro de
Meloidogyne spp. en ninguno de los contrastes interespecificos referidos al numero de
nematodos en suelo, nimero de nematodos en la raiz o en poblacion final por planta (Tabla
3.11).
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El nUmero de nematodos en suelo, en raiz y la poblacion final verificado en las
plantas inoculadas con A. vuinus fueron significativamente superiores (P < 0,05) a los que
tuvieron lugar en las inoculadas con A. penetrans (Tabla 3.11).

Tabla 3.11. Reproduccién de nematodos lesionadores y noduladores de raiz sobre
plantones de olivo del cultivar Picual (segunda repeticion)®.

Totamiento  fNematgdos/  Nematodos/  bkede,  pe RO
1 M. arenaria 25,76 4355,3 1,2500 22022 1,4734
2 M. incognita 91,86 4523,4 1,1000 19919 1,3287
3 M. javanica 54,16 5122,7 1,5263 23512 1,5656
4 P. penetrans 35,27 1408,5 -f 7467,2 1,4919
5 P. vuinus 124,52 2414,0 - 11482 2,3045

Contrastes®

(1-3) vs. (4-5) - - - - <0,0001
1 vs. (2-3) <0,0001 ns ns ns ns

2 vs. (1,3) <0,0001 ns ns ns ns
3vs (1,2) ns ns ns ns ns
4vs 5 0,0002 0,0005 - <0,0001 <0,0001

?Los datos corresponden a la media de 20 plantas por tratamiento, y se determinaron 135 dias después de la inoculacién. La
inoculacion con cada poblacién de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 5.000
nematodos /planta de Pratylenchus spp. o 15.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas
de arcilla (1 L de capacidad), y se mantuvieron en una cdmara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1° C y un fotoperiodo
de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 200 + 20 pEm?s™, "Severidad de la nodulacién calificada segun la
escala 1 = 0-10 % del sistema radical nodulado, 2 = 10-20 %, 3 = 20-40 %, 4 = 40-70 %, 5 = 70-90 %, 6 = 90-100 %,
“Poblacion final total de nematodos en suelo y en raiz. “Tasa de reproduccion (poblacién final/poblacién inicial) ®Probabilidad
estimada para el estadistico ¢del contraste lineal de un sélo grado de libertad; ns =no significativo (P > 0.05); -= no evaluado.

3.4. DISCUSION

3.4.1. CAPACIDAD REPRODUCTIVA

Aislados e identificados los nematodos fitoparasitos asociados a la raiz y rizosfera de
plantones de olivo, el siguiente paso en el proceso de la evaluacidon de patogenicidad de los
mismos sobre plantones de olivo es determinar su capacidad reproductiva sobre los
cultivares de olivo de mayor importancia en la olivicultura espanola (‘Arbequina’ y ‘Picual’).
Como se indico en el apartado 3.1.2.1., una determinada especie o cultivar de planta debe
considerarse huésped de una especie o poblacién de nematodo fitoparasito sélo cuando
entre ambos se establece una relacién huésped-parasito compatible. Por ello, la tasa o
indice de reproduccion de un nematodo fitoparasito es una medida del nivel de resistencia o
susceptibilidad de la planta huésped sobre la que establece la relacidon de parasitismo

(Seinhorst, 1969; Taylor, 1971; Westcott y Zehr, 1991). El parametro mas utilizado para
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I\\

medir la capacidad reproductiva de un nematodo en una planta huésped es el “indice o tasa
de reproduccion” (Rf). En frutales, se suelen calificar como plantas “no huésped” a aquellas
especies o cultivares que determinan un Rf < 1, “huésped pobre” a aquéllas con un 1 < Rf <

1,5 y “huésped” a aquellas con un Rf > 1,5 (Marull y Pinochet, 1991).

En los dos experimentos en que se evalud la capacidad reproductiva de los
nematodos, las especies cuya tasa de reproduccion resultd superior a 1 en los dos cultivares
de olivo evaluados fueron C. xenoplax, H. pseudorobustusy H. vulgaris. Estos resultados
indican que dichos nematodos establecieron una relacion huésped-parasito compatible con
‘Arbequina’ y ‘Picual’. De acuerdo con los resultados de cada experimento, ‘Picual’ se
comporta como “huésped” o “huésped pobre” para C. xenoplax, mientras que ‘Arbequina’
aparece como un “huésped pobre” en ambas repeticiones (Tablas 3.1, 3.2). Ambos
cultivares de olivo son “huéspedes” de los nematodos espirales, excepto ‘Arbequina’ de H.

vulgaris para el que debe considerarse como un “huésped pobre” (Tabla 3.3).

Estos resultados son coherentes con los datos existentes en la literatura
fitonematoldgica, que sitian a C. xenoplax como parasito preferente de especies lefiosas
(Ap. 2.4.2.1). Sin embargo, los indices de reproduccion obtenidos en plantones de olivo son
claramente inferiores a los que han sido verificados en otras especies frutales claramente
susceptibles, como melocotonero. Aplicando el modelo grados-dia elaborado por Westcott y
Burrows (1991), se puede estimar que en las condiciones experimentales de nuestro ensayo
(45 dias a 20 °C) el factor de reproduccién de C. xenoplax sobre plantas de melocotonero de
los cvs. Lovell o Nemaguard hubiera sido de Rf = 11,8. Del mismo modo, existen indicios
para suponer que C. xenoplax podria reproducirse mejor sobre muchas especies herbaceas
que sobre el olivo. Zehr et al. (1990a) evaluaron la reproduccion del nematodo en varias
malas hierbas que acompafian habitualmente al melocotonero obteniendo indices de
reproduccién muy elevados (i.e., 52,4 en Trifolium nigrescens \Viv.; 49,11 en Lotus uliginosus
Schkur.), lo cual sugiere que muchas especies herbaceas son mejores huéspedes de C
xenoplax que el olivo. Los nematodos espirales, por su parte, se han asociado tanto a
especies herbaceas como lefiosas (Gdmez-Barcina et al, 1989; Esparrago y Navas, 1995;
Lamberti et al., 1992; Vovlas y Laritzza, 1994).

Por tanto, si bien el olivo no es un huésped particularmente favorable para C
xenoplax, H. pseudorobustus y H. vulgaris, estos nematodos presentan una tasa de
reproduccion suficientemente alta en plantones de olivo como para considerarlas especies
potencialmente peligrosas para el crecimiento de los mismos. Teniendo en cuenta el ciclo

bioldgico de estas especies (Fortuner, 1985; Lownsbery, 1961; Seshadri, 1965; Westcott y
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Burrows, 1991), los resultados obtenidos indican que en pocas generaciones y a partir de
densidades de poblacidn relativamente bajas en suelo pueden generarse altas densidades de
estos nematodos. En ausencia de otros nematodos fitoparasitos que compitieran por los
mismos nichos, estas especies podrian comprometer el crecimiento de los plantones de olivo.
Por ello, debe confirmarse aln si en estas condiciones estas especies pueden comportarse
como patdgenos de plantones de olivo y ésto alienta a continuar las investigaciones en ese

sentido.

Los valores del indice de reproduccion obtenidos para los lesionadores de raiz P.
thornei, P. fallaxy Z. guevarai en los dos experimentos resultaron, en cambio, muy inferiores
a 1 en todos los casos y, por tanto, permiten catalogar a los dos cultivares de olivo como “no
huéspedes” de estas especies. Estos datos contrastan con los valores de la tasa de
reproduccién que alcanzan estas especies en otros cultivos herbaceos en condiciones
experimentales similares. P. thornei, por ejemplo, alcanzé una tasa de reproduccién entre
36,7 y 332,3 en cultivares de garbanzo, Cicer arietinum L. (Castillo et al, 1998b) y en menta
(Mentha piperita Huds.) una entre 4,1 y 10,8 (Shukla ef a/, 1998). Del mismo modo,
aungue no existen datos precisos sobre la reproduccidn de AP. fallax y Z. guevarai en
condiciones controladas, ambas especies han sido encontradas abundantemente en plantas
herbaceas como pastos (Seinhorst, 1977), y garbanzo y veza, Vicia sativa L. (Varo et al.,

1970), respectivamente.

Por tanto, estos datos confirman que estos tres nematodos lesionadores son
reconocidos como parasitos de especies herbaceas como lo documentan los antecedentes
recogidos precedentemente en la discusion del segundo capitulo (ver 2.4.2.2). Verdejo y
Pinochet (1991) indican que la presencia de ciertas especies del género Pratylenchus como
P. neglectus'y P. thornei en la rizosfera de plantones de frutales debe asociarse mas bien al
origen del sustrato en tierras que contenian cereales cultivados o gramineas espontaneas,
que a la probabilidad de que los nematodos se reproduzcan sobre las raices de los arboles.
Asimismo, la escasa compatibilidad que existe entre huéspedes lefiosos, en particular arboles
frutales, y nematodos lesionadores de especies distintas a P. vuinus o P. penetrans, tiene
varios antecedentes bibliograficos. Marull et al (1990) comprobaron que la tasa de
reproduccién de P. thorneiy Z. guevarai sobre cinco patrones de almendro, Prunus dulcis
(Miller) Webb, fue inferior a 1 para las dos especies. Resultados similares obtuvieron
Pinochet et al. (1991) al evaluar la reproduccion de P. thornei sobre portainjertos de Prunus

spp. y Pyrus communis.
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3.4.2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD: REPRODUCCION DE LAS
ESPECIES EN ESTUDIO

3.4.2.1. Reproduccion de Meloidogyne spp.

M. arenaria, M. incognita y M. javanica constituyen, junto con M. hapla, un
subgrupo dentro del género Meloidogyne que destaca por la enorme amplitud de su rango
de huéspedes. Este abarca practicamente todas las familias botanicas dentro de las plantas
superiores y, solo dentro de las plantas cultivadas, alcanza a 1700 especies (Barker, 1998).
Estas especies de Meloidogyne sp. son reconocidas como fitoparasitos preferentes de
especies herbaceas, si bien infectan del mismo modo un amplio grupo de especies lefiosas y
son reconocidas como patdgenos de importancia econdmica en varios frutales, plantas
lefiosas industriales y especies forestales de interés (Jepson, 1987). La incidencia y
patogenicidad de los nematodos noduladores estd ampliamente documentada sobre una
amplia gama de frutales (McElroy, 1972; Nyczepir y Halbrendt, 1993), si bien ha despertado
particular interés en Prunus spp., donde la busqueda de material vegetal con resistencia a
estas especies constituye un objetivo primordial dentro de los programas de mejora (Brooks
y Olomo, 1961; McKenry, 1989b; Marull et al, 1991; Pinochet et al, 1996b). En patrones
susceptibles de Prunus spp. la capacidad reproductiva de M. incognitay M. arenaria, alcanzd
valores superiores a 10 (Marull et a/, 1991). Asimismo, en algunos frutales y a partir de
poblaciones iniciales muy bajas (0,25 nematodos por cm® de suelo) se obtuvieron tasas de
reproduccién aun mas altas; ie., M. incognita alcanzo en kiwi, Actinidia deliciosa (Chev.)
Liang y Ferg., un factor de reproduccion cercano a 60 (Di Vito et al., 1988) y M. arenaria
alcanzé en morera blanca, Morus alba L., un valor cercano a 435 (Castillo et a/., 2001). Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo, si bien no permiten apreciar valores tan altos como
los expuestos anteriormente, confirman que estas especies de nematodos noduladores se
reproducen sobre los dos cultivares de olivo de mayor importancia econdmica en Espafa: en
todos los casos, con excepcion de la tasa de reproduccion obtenida por M. incognita sobre
‘Arbequina’ en el primer experimento, se obtuvieron valores del factor de reproduccion

superiores a 1.

Una mencidn especial merece M. arenaria, que si bien es reconocida por su caracter
polifago, entre las tres evaluadas probablemente sea la especie a la que se atribuye en
mayor medida la condicién de preferencia por los huéspedes herbaceos. En este sentido,
basta mencionar que M. arenaria es la Unica de este grupo de especies cuyo nombre vulgar
—nematodo nodulador del cacahuete- alude a una cierta especializacion parasitica y en

particular sobre un huésped herbaceo, y que es, de las tres, la especie a la que se le
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atribuye un menor nimero de huéspedes lefiosos en la literatura nematoldgica (Bello, 1983;
Jepson, 1987). Por otra parte, los antecedentes bibliograficos sobre esta especie no
establecen, con el mismo grado de certeza que para las otras dos, su asociacion con el olivo.
En este sentido cabe mencionar que el nimero de citas referidas a su presencia, asi como el
ambito de dispersidon geografica que se le atribuye dentro de los paises olivareros, es muy
inferior al que presentan las otras dos especies (ver 2.4.2.3.). Jepson (1987) incluye al olivo
dentro del rango de huéspedes de M. hapla, M. incognitay M. javanica, pero no dentro del
de M. arenaria. Lamberti y Baines (1969b) hallaron que esta Ultima especie no era
patogénica sobre ‘Ascolano’ y ‘Sevillano’ y desde aquel momento la patogenicidad sobre el
olivo y la compatibilidad huésped-patégeno no habia vuelto a ser estudiada. En contraste
con estos antecedentes, los resultados obtenidos en el presente trabajo indican no sélo que
M. arenaria se reproduce adecuadamente sobre los dos cultivares del olivo que se
estudiaron, sino que lo hace en forma mas abundante que las otras dos especies (ver tablas
3.6, 3.7 y 3.10).

Sasanelli et al (1997) evaluaron la reaccién de varios cultivares de olivo frente a
infecciones por M. incognita'y M. javanica y encontraron en dichas especies una capacidad
reproductiva superior a la verificada en nuestro trabajo sobre ‘Arbequina’ y ‘Picual’. Las
condiciones experimentales fueron similares en los dos estudios en lo que se refiere a
duracion del experimento y temperatura, pero difirieron en la densidad de indculo inicial y en
el tipo de inoculacién utilizada. Por tanto, las diferencias observadas entre la respuesta de
los cultivares italianos y los espanoles puede obedecer a la diferente viabilidad del indculo
empleado en cada caso.

3.4.2.2. Reproduccion de Pratylenchus spp.

P. penetrans y P. wvulnus constituyen los nematodos lesionadores asociados mas
estrechamente a los frutales de clima templado (ver 2.4.2.2.). El rango de huéspedes de A.
vuinus dentro de las plantas cultivadas incluye casi exclusivamente especies lefiosas entre
frutales, forestales y ornamentales, si bien comprende también algunos representantes
herbaceos de importancia como forrajeras u horticolas (Barker, 1998). La capacidad
reproductiva de esta especie sobre multiples arboles frutales de clima de templado ha sido
evaluada en trabajos previos. Pinochet et al. (1992c) evaluaron la reproduccion de una
poblacion de P. vuinus (aislada de rosal en Cabrils, Barcelona) sobre 37 patrones de arboles
frutales pertenecientes a una amplia gama de familias botanicas, incluyendo frutales de
hueso, de pepita, de cascara, citricos, aguacate (Persea americana Mill.), nispero japonés
(Eriobotrya japonica (Tunb.) Lindl.), olivo y vid. Todos los patrones permitieron la
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reproduccion del nematodo (Pf/Pi > 1), con excepcion de seis patrones de Citrus spp., tres
patrones de Vitis spp. y ‘Arbequina’, que presentd un indice de reproduccion de 0,9. Algunas
especies, como nispero y manzano, se mostraron como huéspedes particularmente
susceptibles alcanzando valores del indice de reproduccion superiores a 20. Del mismo
modo la tasa de reproduccion alcanzada por P. vuinus en Prunus spp. en este trabajo y en
otros posteriores resulta siempre elevada (Pinochet et a/., 1996a, 1996b) y alcanzd incluso
valores superiores a 20, como en ‘Julior’ (Hernandez-Dorrego et al.,, 1999), si bien demuestra

un rango muy amplio de respuestas.

Estos valores tan elevados del indice de reproduccidon contrastan con los obtenidos
en nuestro trabajo. Sin embargo, tanto para ‘Picual’ como para ‘Arbequina’ el valor del
indice de reproduccion fue superior a 1 en los dos experimentos y esto sugiere que, aunque
con una tasa de reproduccion inferior a la que ocurre en otros frutales, P. wvulnus se
reproduce en olivo. Las discrepancias observadas entre nuestros resultados y los obtenidos
por Pinochet et al. (1992c) sobre ‘Arbequina’ podrian deberse a la utilizacion de aislados o
poblaciones procedentes de diferentes ambitos geograficos adaptados a diferentes 6ptimos
de temperatura para su reproduccion y posiblemente también a diferencias en el material
vegetal utilizado. Por otra parte, es posible que el rango de respuesta varietal en el olivo
hacia P. vulnus sea bastante amplio, como lo sugieren los valores obtenidos por Lamberti et
al. (2000), que fluctuan entre 4,7 y 10,9 para ‘Leccino’, y entre 2,5y 5,2, para ‘Pendolino’.

Resulta mas dificil contrastar los resultados de la capacidad patogénica obtenida
para P. penetrans. Se conoce de este nematodo la enorme importancia ecomdmica que
representa para los frutales de clima templado. Su rango de huéspedes es muy amplio e
incluye 400 especies de plantas y una gran cantidad de frutales, incluyendo a todos los
patrones comerciales de melocotonero, manzano y peral que son susceptibles a esta especie
(Nyczepir y Halbrendt, 1993). Sin embargo, a diferencia de P. vuinus, P. penetrans no tiene
una predileccion particular por huéspedes lefiosos y su patogenicidad ha sido estudiada
especialmente sobre huéspedes herbaceos como fresa Fragaria spp., patata (Solanum
tuberosum ssp. tuberosum L.) o alfalfa (Medicago sativa L.) (Brodie, 1998; Esnard y
Zuckerman, 1998; Griffin, 1998). Potter et al. (1984) estudiaron la reproduccion de P.
penetrans sobre patrones de melocotonero y encontraron tasas de reproduccion que
fluctuaron entre 6,4 y 20,3, lo que sugiere una buena compatibilidad entre este nematodo y
esta especie de arbol frutal. No contamos con antecedentes de infecciones de P. penetrans
en olivo que permitan contrastar nuestros resultados. No obstante, los valores obtenidos en
nuestros experimentos acerca de la reproduccion de P. penetrans sobre el olivo permiten

auspiciar que la compatibilidad huésped-parasito en este patosistema es baja. Las tasas de
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reproduccion de P. penetrans en los dos experimentos indican que, si bien hubo infeccién ya
que se recuperd un numero considerable de nematodos en la raiz, la reproduccion fue baja
(0,68-1,34 en ‘Arbequina’, y 0,90-1,49 en ‘Picual”) (Tablas 3.6, 3.7, 3.10, 3.11). Esto indica
que ambos cultivares pueden catalogarse como “huéspedes pobres” (Marull y Pinochet,
1991; Pinochet et al., 1996b).

3.4.3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD: INFLUENCIA DE LA
INFECCION POR NEMATODOS NODULADORES Y LESIONADORES DE RAiz
SOBRE EL CRECIMIENTO DE PLANTONES DE OLIVO

3.4.3.1. Efectos del parasitismo sobre el aspecto de las plantas

En el primer experimento de patogenicidad pudo comprobarse que algunas de las
plantas inoculadas con Meloidogyne spp. presentaban clorosis en las hojas superiores (Fig.
3.3.). Sin embargo, la correlacion entre la infeccion y la sintomatologia no pudo
establecerse en forma clara debido a la interferencia provocada por una clorosis férrica
generalizada (ver 3.3.2.2.). En el segundo experimento, aun habiendo tomado la precaucion
de suplementar la fertilizacion con quelatos de hierro, pudo comprobarse que en el cv. Picual

la clorosis volvia a ocurrir pero sélo en plantas inoculadas con Meloidogyne spp.

La expresién de sintomas en organos aéreos del olivo debidos al parasitismo
provocado por Meloidogyne spp. ya habia sido referida por Lamberti y Baines (1969a), que
mencionan la defoliacion de ‘Ascolano’ y ‘Manzanillo’ causada por M. javanicay M. incognita.
La presencia de una clorosis generalizada sugiere un efecto perjudicial del parasitismo sobre
la nutricion mineral (Melakerberhan y Webster, 1993). Este sintoma ha sido sefialado en
multiples ocasiones como un elemento asociado a la infeccién por nematodos en viveros de
especies lefosas, y en particular Meloidogyne spp. (Bello, 1983; Pinochet et al, 1992a;
Cuadra et al,, 1999; Talavera et al,, 1999). La clorosis, observada en las hojas mas jovenes
del olivo tal como ha ocurrido en nuestros experimentos, podria deberse a la carencia
nutricional de uno o mas de los siguientes elementos: N, K, Fe o B (Fernandez-Escobar,
1998). Algunos autores han sefalado previamente la interferencia que sobre la absorcién de
determinados nutrientes en frutales provoca el parasitismo por nematodos. Townshend
(1990) sugiere que la coloracién purpura en plantones de peral afectados por P. penetrans
puede obedecer a una carencia de P, mientras que una deficiencia de Zn inducida por
Meloidogyne spp. ha sido sefialada en pecan (Johnson, 1986). Asimismo, Nasr et a/.. (1980)

encontraron que M. incognita y M. javanica provocan reducciones significativas en la
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concentracion foliar de Fe en almendro y en la concentracion de este elemento en raices,
tanto en almendro como en melocotonero. Por tanto, la aparicidon de sintomas cloréticos
claramente asociados a la infeccion por Meloidogyne spp. en nuestros experimentos,
estimula a comprobar experimentalmente el efecto que estos nematodos pueden tener sobre
el metabolismo del N en el olivo. El mantenimiento de adecuados niveles nutricionales de
este elemento resulta fundamental para los objetivos trazados por la nueva olivicultura en
las etapas de vivero e implantacion debido, ademas de los motivos que caben aplicarse a
cualquier planta cultivada, a dos razones fundamentales: ésto asegura que se mantenga la
dominancia apical que se pretende durante el establecimiento del nuevo olivar y garantiza un

acortamiento del periodo juvenil improductivo (Santos-Antunes, 1999).

Habitualmente se insiste en que el dafio provocado por el parasitismo de los
nematodos resulta poco aparente y que, por este motivo, puede pasar desapercibido. La
posibilidad de correlacionar la infeccidon de las raices con la expresion de una sintomatologia
inequivoca en la parte aérea resulta, en este sentido, alentadora en tanto y en cuanto
contribuye a facilitar la consideracion del tema como un problema por parte del observador
no especializado. Ademas, esta circunstancia puede facilitar la prospeccion en viveros al
aportar un elemento que orienta en la toma de muestras y permite tomar medidas
preventivas de forma anticipada, detectando el origen de la infestacion y descartando las
plantas afectadas.

Asimismo, los experimentos de patogenicidad mostraron que el parasitismo por
Meloidogyne spp. se manifiesta claramente sobre las raices de olivo en forma de nddulos
radicales, confirmando asi un hecho que habia sido observado en las prospecciones de los
viveros (ver 2.3.1.). Sin embargo, los valores obtenidos en los experimentos de
patogenicidad (con un rango entre 1,1y 2,9, en la escala 1-6), resultan claramente inferiores
a los obtenidos por Sasanelli et a/ (1997) en cultivares de olivo de origen italiano, que
fluctian entre 2,1 y 4,5 dentro de la misma escala. Estas diferencias entre ambos resultados
pueden deberse a distintos comportamientos del material genético (ninguno de los cultivares
evaluados fue utilizado en ambos experimentos, lo que impide poder efectuar una
comparacion valida) o a las diferencias en las condiciones experimentales utilizadas (tipo de
inoculacién y densidad de indculo, temperatura, etc.).

3.4.3.2. Peso fresco de la parte derea
En Fisiologia Vegetal, el crecimiento se define como el incremento de biomasa que
tiene lugar en una planta al cabo de un periodo de tiempo determinado. De esta definicion

se desprende que el peso de los 6rganos a considerar constituiria el parametro mas

134



Patogenicidad de nemarodos sobre el olivo

adecuado para registrar el efecto del parasitismo sobre el crecimiento. El peso seco, es decir
el peso de los tejidos vegetales sometidos artificialmente a deshidratacion en estufa,
constituye una medida apropiada del efecto potencial sobre el metabolismo de las sustancias
generadas por fotosintesis. Como se recoge en la introduccién del presente capitulo (ver
3.1.3.3), Melakerberhan y Webster (1993) indican que una menor ganancia de materia seca
en plantas infectadas puede deberse a una menor fotosintesis neta, a una alteracién en la
relacion fisioldgica normal entre procesos anabolicos y catabdlicos (fundamentalmente
fotosintesis y respiracion), a una derivacién de los fotosintatos para la satisfaccion de las
necesidades metabdlicas de los organismos parasitos o a un efecto combinado de estos
fendmenos. El contenido de humedad, resultante de la diferencia entre peso fresco y peso
seco, permitiria, en cambio, verificar el efecto del parasitismo sobre las funciones de
absorcion de agua y la desviacién respecto a las relaciones hidricas de la planta sana. En
este trabajo solo se ha evaluado el efecto de la patogenicidad sobre el peso fresco, por lo

cual no fue posible comprobar la accién diferencial de ambos procesos.

En los experimentos de patogenicidad se comprobd que en algunas de las
combinaciones nematodo-cultivar de olivo el peso fresco de la parte aérea fue
significativamente inferior en plantas inoculadas que los controles (Tabla 3.4, Tabla 3.8).
Esta reduccion del incremento del peso fresco de la parte aérea en plantas infectadas por
nematodos con respecto a los controles ya se habia observado en otros patosistemas, que
incluyen a frutales y plantas lefiosas, ie.: P. vulnus-Prunus spp. (Pinochet et al, 1993a,
1996a; Hernandez-Dorrego et al. 1999), P. brachyurus/P. coffeae<cafeto (Inomoto et al.,
1998), M. arenaria-morera blanca (Castillo et al, 2001), M. incognitakiwi (Di Vito et al.,
1988) y M. incognita-Prunus spp. (Huettel y Hammerschlag, 1993). Resultados similares
observaron Lamberti y Baines (1969b) en olivo, que comprobaron que el peso fresco final
total de plantas de ‘Manzanillo’ inoculadas con P. vulnus fue significativamente inferior al de
los controles no inoculados. Asimismo, plantones de ‘Ascolano’ y ‘Sevillano’ inoculados con
M. javanica también presentaron pesos finales de la parte aérea significativamente inferiores
a los registrados en los controles (Lamberti y Baines, 1969a). De forma similar, la
inoculacion de ‘Ascolano’ y ‘Manzanillo’ con M. incognita determind que las plantas mostraran
un peso fresco final en la parte aérea inferior respecto a los controles no inoculados
(Lamberti y Baines, 1969a).

Como se menciond anteriormente, al disponer Unicamente de valores de peso
fresco no es posible especular acerca de si las diferencias significativas que se observaron en
el peso final obedecian a un efecto del parasitismo de los nematodos sobre la acumulacion

de materia seca, a un efecto sobre el contenido hidrico de los tejidos o a una combinacion
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de ambos fendmenos. Sin embargo, en este sentido cabe mencionar que algunas pruebas
de patogenicidad sobre frutales consideraron como parametro el peso seco de la parte aérea
y encontraron reducciones significativas provocadas por el parasitismo de nematodos, i.e.
plantas de Citrange infectadas por 7. semipenetrans (Inserra et al, 1979b) y plantas de
Poncirus trifoliata (L.) Raf. infectadas por M. javanica, (Perrotta et al, 1979). Asimismo,
Sasanelli et. a/(1997) evaluaron las dos alternativas, peso fresco y seco de la parte aérea, y
encontraron diferencias significativas en el peso seco final de los controles respecto a M.
incognita y/o M. javanica en siete de los ocho cultivares evaluados y, en todos los casos, las
diferencias significativas en el peso seco se correspondian con las diferencias en el peso
fresco. Solo en un caso, ‘Frantoio’, no se cumplié esta correspondencia, ya que M. incognita
determind un peso seco final de la parte aérea significativamente inferior al de los controles,
mientras que ese resultado no pudo verificarse en el caso del peso fresco. Estos resultados
sugieren que las diferencias de peso que se encuentran en el peso fresco responden a
diferencias en la acumulacién de materia seca, aunque no existen elementos para
determinar si diferencias en el contenido hidrico, que cabrian esperarse de la alteraciéon en

las funciones de absorcion de la raiz, contribuyen a explicar las diferencias en el peso fresco.

Algunos de los resultados obtenidos en nuestras pruebas de patogenicidad indican
que la infeccidn de las plantas por Meloidogyne spp. redujo en mayor medida el peso fresco
de la parte aérea que la infeccion por Pratylenchus spp. No existen antecedentes
experimentales que permitan contrastar este efecto patogénico diferencial entre nematodos
noduladores y lesionadores de raiz ya que ninguna de las pruebas de patogenicidad
efectuadas anteriormente sobre el olivo compara el dafio provocado por cada uno de estos
grupos troficos sobre el peso de la planta, ni evalUa las diferencias entre la repuesta a A.
wuinus y a P. penetrans . Nuestros resultados indican que el efecto patogénico de ambas
especies de nematodos lesionadores sobre el peso fresco final es similar en ambas especies,
aunque se observa un comportamiento diferencial entre las diferentes especies de
nematodos noduladores, a favor de M. arenaria y M. javanica y en detrimento de la
capacidad patogénica de M. incognita. Estos resultados sobre nematodos noduladores
parecen estar en contradiccion con los obtenidos por Sasanelli et a/. (1997), que indican que
M. incognita causa reducciones significativas de peso fresco final de la parte aérea en cuatro
cultivares de olivo (‘Cellina di Nardo’, ‘Cima di Bitonto’, ‘Coratina’ y ‘Leccino’) que no se
verifican con M. javanica. Asimismo, Lamberti y Baines (1969a) encuentran que M. arenaria
presentd una menor capacidad patogénica que M. incognita, ya que aquella especie ni
siquiera consiguid una infeccion exitosa. Las diferencias entre los resultados hallados en

nuestros experimentos y los publicados en trabajos previos puede deberse al efecto
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diferencial de las diversas interacciones huésped-patdgeno: en ningun caso las pruebas de
patogenicidad efectuadas con anterioridad, emplearon plantones de ‘Picual’ o ‘Arbequina’.

3.4.3.3. Peso fresco de la raiz

El peso de la raiz también puede verse afectado por el parasitismo de nematodos.
Con frecuencia se asume que las infecciones por Meloidogyne spp. deberian provocar un
incremento en el peso de la raiz con respecto a plantas no infectadas, debido a que
provocan sobre la misma un sintoma hiperplasico. Sin embargo, si revisamos las pruebas de
patogenicidad efectuadas sobre el olivo y otros frutales encontramos una tendencia bastante
variable en este sentido. Se han observado reducciones significativas respecto a los
controles en el peso de raices infectadas por Meloidogyne spp. en melocotonero (Huettel y
Hammerschlag, 1993), vid (Vitis vinifera L.) (Hafez y Sundararaj, 2000) y Citrange (Perrotta
et al., 1979). En olivo se ha observado que la infeccion por Meloidogyne spp. determina que
el peso de la raiz aumente o disminuya, dependiendo de la especie del nematodo y el
cultivar que se considere. Lamberti y Baines (1969a) encontraron que el peso de las raices
de plantas de ‘Ascolano’ inoculadas con M. incognita era significativamente mayor (P < 0,01)
que el de los controles. Sin embargo, Sasanelli et al. (1997) encontraron que la infeccion
por M. incognita determinaba un peso fresco final de las raices significativamente inferior a
los controles en algunos cultivares o patrones (‘DA 12 I, ‘Leccino’ y ‘Yusti’), mientras que en
otros (‘Cellina di Nardd") provocaba el efecto contrario. Estos autores también comprobaron
que M. javanica determinaba pesos frescos de la raiz significativamente superiores al del
control en unos cultivares (‘Cellina di Nardo’, ‘Coratina’ y ‘FS 17’), mientras que en otros los
pesos frescos finales de las raices eran significativamente inferiores al de los controles (‘DA
12 T, ‘Leccino’ y ‘Yusti’) (Sasanelli et al., 1997). En nuestros resultados se pudo comprobar
que el peso fresco de raiz también mostré esta variabilidad en la respuesta de las plantas a
la infeccion por nematodos noduladores. Todo ésto sugiere que este parametro no es un
buen indicador del perjuicio ocasionado por el parasitismo de nematodos noduladores en

plantones de olivo.

A diferencia de lo que ocurre con Meloidogyne spp., €l parasitismo por Pratylenchus
spp. y otros nematodos lesionadores sobre plantas lefiosas da lugar a pesos finales de raices
iguales o inferiores al de los controles. Esta situacion se ha confirmado en diversas
combinaciones de frutales y nematodos lesionadores /.e. patrones de ciruelo, Prunus spp. y
melocotonero inoculados con P. vuinus (Pinochet et a/., 1993a, 1996a; Hernandez-Dorrego

et al.,, 1999; respectivamente), plantones de Coffea arabica inoculados con P. brachyurusy

137



Capitulo lll — Discusion

P.coffeae (Inomoto et al, 1998) y plantones de Citrus spp. inoculados con R. similis'y P.
coffeae (O Bannon et al, 1976). Sin embargo, en olivo este efecto del parasitismo de
Pratylenchus spp. se habia comprobado Unicamente sobre el cv. Manzanillo (Lamberti y
Baines, 1969), sin que pudiera verificarse ni en ‘Ascolano’ (Lamberti y Baines, 1969a) ni en
‘Leccino’ y ‘Pendolino” (Lamberti et al, 2001). En nuestro trabajo observamos que, ante
inoculaciones con A.vuinus, sélo ‘Picual’ mostrd una reduccién significativa en el peso fresco

final de las raices con respecto al control.

3.4.3.4. Diametros del tronco y el brote principal

En los experimentos de patogenicidad realizados el diametro del brote principal,
tanto a la altura de la rama principal o del tronco, fue un parametro muy sensible al
parasitismo por nematodos noduladores y lesionadores de raiz. El incremento relativo del
didmetro del brote principal en los controles resultd significativamente superior al de las
plantas inoculadas en los experimentos en los dos cultivares. Un resultado similar se verifico
para el diametro del tronco en los dos cultivares en la primera repeticion y en ‘Picual’ en la

segunda repeticion.

Esta correlacion tan estrecha entre la infeccién por nematodos y la reduccién del
crecimiento del diametro del tronco no habia podido ser inferida completamente a partir de
los antecedentes experimentales. Por una parte existen antecedentes en Prunus spp. de
reducciones en el diametro del brote principal ante infecciones por Meloidogyne spp.
(Huettel y Hammerschlag, 1993; Nyczepir et al, 1997). En olivo, sin embargo, Sasanelli et
al. (1997) observaron una reduccién significativa en el incremento del diametro del brote
principal sélo en dos de los ocho cultivares infectados por M. incognita (DA 12 'y ‘Yusti") y
sélo en uno infectado por M. javanica (‘DA 12 I'). Los datos sobre infecciones por P. vuinus
en frutales indican que la reduccion significativa de este parametro se observa sélo en
determinadas combinaciones planta-nematodo, /ie. patrones de ciruelo y melocotonero
Hernandez-Dorrego et al. (1999) no mostraron diferencias significativas respecto al control
no inoculado, mientras que dos de los siete patrones de Prunus sp. evaluados por Pinochet
et al. (1996a) vieron reducido el didametro del brote como consecuencia de la infeccion por P,
vulnus.  Asimismo, Lamberti et a/ (2001) comprobaron una reduccion del didametro del
tronco en plantones de olivo del cultivar ‘Pendolino’ coinfectados por P. wulnus y M.
incognita, y de la rama principal en ‘Leccino’ infectado por M. incognita y en ‘Pendolino’

infectado por P. vulnus, M. incognita, o ambos.

La reduccién que el parasitismo por nematodos provoca sobre la expansién del
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didmetro del tallo que se verifica en condiciones normales puede obedecer a dos
mecanismos. Por una parte, puede especularse que, a consecuencia del mecanismo
complejo que deprime la actividad metabdlica normal, una planta infectada por nematodos
presenta en los tejidos meristematicos del tallo un menor crecimiento: una reduccién en las
tasas normales de divisidn y expansion celular conduciria a que las dimensiones de los
tejidos producidos en estas condiciones sean inferiores a las que tienen lugar en plantas no
infectadas.  Sin embargo, existe otro fendmeno que puede explicar porqué plantas
infectadas por nematodos presentan un diametro del tallo inferior. Existen variaciones en el
contenido hidrico de la planta que conducen a una mayor o menor turgencia en las células
en los tejidos y esto se traduce en fendmenos reversibles de expansion y contraccion en el
tallo. El tallo del olivo parece particularmente sensible a estas variaciones y, por este
motivo, algunos autores han empleado el didmetro del tronco como un indicador indirecto
del contenido hidrico de la planta (Michelakis y Barbopoulou, 1999; Moriana, 2001). Una
alteracion importante en la funcién radical de absorcion del agua, como la que cabe esperar
de una fuerte infeccion por nematodos, puede conducir a descensos en el potencial hidrico
en los tejidos aéreos y expresarse a través de una reduccion del didmetro del brote. Esta
circunstancia nos conduce hacia algunas conclusiones en lo que refiere a nuestro trabajo.
Una reduccién en el diametro del brote que obedeciera a descensos en el potencial hidrico
deberia manifestarse mas expresamente en los tejidos menos lignificados, donde la
elasticidad de las células permitiera una mayor expansion en condiciones de buena provision
de agua. La revision de las pruebas de patogenicidad de nematodos sobre frutales
confirman, en cierta medida, esta presuncidon: en experimentos que consideran
simultaneamente las variaciones en el diametro del tronco y en el de la rama principal éste
Ultimo se muestra como mas sensible al efecto del parasitismo, y resultados similares se han
verificado en nuestro trabajo. Aunque en nuestros experimentos la medida mas sensible al
efecto de los tratamientos es el diametro del brote, no podemos concluir que este parametro
se vea afectado por la infeccion de los nematodos a causa de una reduccidn en el potencial
hidrico, de un descenso en el crecimiento de los tejidos caulinares o de una combinacién de
ambos fendmenos. En todo caso, cualquiera sea el proceso fisioldgico normal que estuviese

viéndose afectado, tendriamos que hablar de efecto patogénico o de “enfermedad”.

3.4.3.5. Altura y nimero de nudos
La longitud de la rama principal, ya sea considerada como valor absoluto o como
incremento respecto a un valor inicial, ha sido un parametro utilizado habitualmente para

evaluar el efecto del parasitismo de nematodos sobre el crecimiento de plantones de frutales
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de vivero. Los resultados obtenidos en varios frutales indican que longitud de la rama
principal se ve reducida significativamente por el parasitismo de nematodos, /e. Pinochet et
al. (1996a) lo observan en patrones de Prunus spp. inoculados con P. vulnus; Inomoto et al.
(1998) en plantones de C arabica infectados por P. coffeae y P. brachyurus, Hafez y
Sundararaj (2000) en plantones de vid infectados por M. incognita; Perrota et al. (1979) en
plantones de ‘Citrange’ Citrus sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf. infectados por
M. javanica, Inserra et al. (1979b) en plantones de citricos infectados por 7. semipenetrans

y Govindaiah et a/. (1991) en plantones de morera blanca infectados por M. incognita.

Asimismo, en olivo se han observado reducciones en la longitud del brote como
consecuencia del parasitismo de nematodos. Lamberti et a/ (2001), comprobaron
reducciones significativas de este parametro, con respecto a los controles en plantas de
‘Leccino’ y ‘Pendolino’ infectadas por P. vulnus, M. incognita o coinfectadas con ambos. Sin
embargo, Sasanelli et a/ (1997) encontraron reducciones en la longitud del brote con
respecto al control en dos de los ocho cultivares de olivo evaluados (‘Cellina di Nardo’ y
‘Frantoio’) y sélo en las infecciones con M. incognita, nunca en plantas infectadas por M.
javanica. Asimismo, los cultivares de olivo que vieron reducida la longitud del tallo por la
infeccion de M. incognita también sufrieron una reduccion significativa del nimero de nudos
(junto con el cv. Yusti), y en las plantas infectadas por M. javanica no se redujo el niUmero
de nudos en ningln caso (Sasanelli et al, 1997). En las condiciones de nuestro
experimento, ‘Picual’ no vio reducida ni la longitud de las ramas ni el nimero de nudos en
ninguna de las dos repeticiones por ninguno de los tratamientos con respecto al control. Sin
embargo, ‘Arbequina’ mostré una reduccién significativa del incremento relativo del niUmero
de nudos por la infeccion de Meloidogyne spp. en los dos experimentos y, en el segundo
presentd una reduccion significativa de la longitud de la rama principal en plantas infectadas

por Meloidogyne spp.

La altura de las plantas constituye, probablemente, el parametro de crecimiento que
en viveros de olivo reviste la mayor importancia practica. Generalmente, la altura de los
plantones es la que determina el momento a partir del cual estdn en condiciones de ser
transplantados. Normalmente, segun los criterios que impone la Olivicultura Moderna, se
asume que un plantén estd en condiciones de ser transplantado cuando ha alcanzado 1
metro de altura. De esta forma se procura que todos los brotes laterales que hubieran
podido desarrollarse por debajo de esa altura hayan sido eliminados en el vivero, abaratando
de esa forma los costos de la poda de formacion que impone el desarrollo de un tronco
suficientemente largo sin ramificar (Caballero y Del Rio, 1998; Del Rio y Proubi, 1999). La

altura es, por otra parte, el parametro mas aparente y mas impactante a la vista y, de este
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modo, se convierte en el mas importante a la hora de realizar una caracterizacion subjetiva

de la calidad de las plantas ofrecidas por un vivero.

3.4.4. CONSIDERACIONES FINALES

El perjuicio econdmico que provoca una determinada enfermedad sobre plantas de
vivero puede ser considerado desde dos perspectivas: la del viverista y la del olivicultor que

se provee de ese vivero.

Desde el punto de vista del viverista, el perjuicio consiste basicamente en ver
reducida la calidad comercial de sus plantones o incluso tener que llegar al extremo de
descartar una parte de su “stock”. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo aportan
evidencias de que el parasitismo de los nematodos estudiados, en particular Meloidogyne
spp., modifica de forma significativa el aspecto de los plantones y deriva en alteraciones
claramente perceptibles que desmejoran el producto y pueden conducir a su rechazo. Este
dafio “cosmético” o “estético” pudo percibirse especialmente en el segundo experimento de
patogenicidad en plantas de ‘Picual’ infectadas por M. arenariay M. javanica. El efecto de la
infeccién sobre la altura de los plantones que, en nuestras condiciones experimentales, fue
significativo para las plantas de ‘Arbequina’ infectadas por Meloidogyne spp., constituye otra
alteracion con consecuencias econdmicas en el manejo del vivero. Asimismo, la reduccion
en la tasa de crecimiento causada por el parasitismo de un nematodo implica que las plantas
consumen un periodo mas prolongado para llegar a un tamafio determinado (Seinhorst,
1979). En nuestro caso, esto ultimo significa una demora en llegar a la altura recomendada
de venta (1 m). Esta prolongacién del tiempo de mantenimiento en vivero acrecienta

considerablemente los costos de produccion (Del Rio y Proubi, 1999).

Las consecuencias que a medio y largo plazo puede tener el parasitismo de los
nematodos evaluados sobre la produccion del olivar implantado son mas dificiles de predecir:
sdlo seria posible asegurar la existencia de una asociacion entre la infeccién por nematodos
y una reduccion en el rendimiento a través de la evaluacién en experimentos en condiciones
controladas de duracion suficientemente prolongada como para evaluar el rendimiento a
través de varias campafas. Basicamente pueden concebirse dos mecanismos a través de los
cuales podria tener lugar esta reducciéon en el rendimiento del olivar. El primero seria la
mortalidad inmediata a la plantacién, fendmeno que se produce con relativa frecuencia en
frutales. Si bien conceptualmente podria ocurrir en el vivero y ser, de esta forma,
considerado como un perjuicio potencial para los viveristas, la muerte de plantas jovenes

ocurre fundamentalmente con posterioridad al transplante. A menudo se asocia a una
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etiologia de caracter complejo donde pueden confluir varios factores, tanto de tipo
parasitario como fisiogénico. El olivo, en particular, manifiesta esta patologia. La misma se
conoce en el ambito del olivar andaluz con el nombre de “seca de olivos jovenes” (Blanco-
Lépez et al, 1999). Los autores que han compendiado en Espaiia las multiples causas que
concurren en esa patologia no han mencionado hasta la fecha a los nematodos como una de
ellas (Sanchez-Hernandez et al, 1998). Sin embargo, existen motivos para creer que
podrian contribuir a la misma. Evaluaciones no sistematicas efectuadas en nuevas
plantaciones de olivar en Argentina asocian la mortalidad de plantas jovenes al efecto del
parasitismo por nematodos noduladores (Costilla, com. pers., Ravetti, com. pers.). Por otra
parte estos agentes constituyen en otras especies de frutales factores fundamentales en el
complejo de mortalidad de plantas jovenes. Asi ocurre en melocotonero con C, xenoplax

(Nyczepir et al., 1983) y en manzano y cerezo con P. penetrans (Mai et al., 1994).

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos de patogenicidad no permiten
auspiciar que plantones de olivo de vivero pudieran morir a consecuencia del parasitismo de
nematodos noduladores y lesionadores. Sin embargo, cabe remarcar que las condiciones
controladas empleadas en los experimentos determinaban una situacion muy favorable para
el desarrollo de los plantones, donde las condiciones de provision de agua y nutrientes no
fueron limitantes y no existia posibilidad de coinfeccidn con otro/s agente/s patdégeno/s. Por
tanto, cabe esperar que en ambientes no controlados y en el momento de la plantacion,
pudieran presentarse factores de estrés que, merced a un efecto aditivo o sinérgico,
agravaran la patogenicidad de los nematodos incluso hasta el punto de provocar la muerte

de las plantas.

De hecho, esto ocurre en otros patosistemas de frutales y nematodos donde la
interaccién sinérgica de estos agentes con otros factores patogénicos es responsable de la
muerte post-plantacion de frutales. Asi se ha comprobado en la interaccion entre C
xenoplax, Pseudomonas syringae pv. syringae y el dano por frio el sobre melocotdn
(Nyczepir, 1990); y en la que ocurre entre P. penetransy Thielaviopsis basicola (Berk y Br.)
Ferraris sobre cerezo (Harr et al, 1976). Los nematodos noduladores y lesionadores que,
segun indican los resultados del presente trabajo, presentan un efecto patogénico sobre
plantones de olivo, podrian contribuir a agravar el efecto de los agentes fisiogénicos
(heladas, anegamiento temporal, déficit hidricos temporales) o parasitarios (infeccion por
hongos de suelo y parasitismo por insectos) que provocan la muerte de olivos jovenes en las
nuevas plantaciones. En este sentido cabe mencionar que la posibilidad de interaccion
sinérgica entre nematodos patdgenos y V. dahliae, uno de los agentes responsables de la

“seca de los olivos jovenes”, ha sido sugerida si bien no completamente demostrada
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(Lamberti et al., 2001).

Aun cuando el parasitismo no provocara la muerte de los plantones jovenes, las
reducciones en el vigor de los arboles podrian redundar en un menor rendimiento de los
mismos. Los resultados de nuestras pruebas de patogenicidad permiten afirmar que, en
algunas de las combinaciones huésped-parasito evaluadas, la infeccion por los nematodos
causa una reduccidn en la acumulacion de biomasa de los drganos vegetativos en la parte
aérea. Relacionar esta reduccion de biomasa con alteraciones posteriores en todos los
procesos fisioldgicos que determinan el rendimiento (floracion, fecundacion vy fructificacion)
puede parecer, en primera instancia, ldgico e inmediato. Sin embargo, en olivo no existen
modelos que permitan afirmar de forma inequivoca esta correlacién. Algunas evidencias
experimentales recogidas en otras especies de frutales, como el manzano, permiten afirmar
que existe una correlacion entre el tamafio de las plantas de vivero y la produccion de las
mismas en su etapa adulta (Gadzhiev y Sadowski, 1999). En relacién al efecto del
parasitismo sobre el crecimiento de las raices es licito auspiciar que una menor biomasa
radical determinara un descenso en la absorcidén de agua y nutrientes, y que esta alteracion
repercutird negativamente en el rendimiento del arbol. Nuestro trabajo permitié6 comprobar
que tales reducciones en el incremento de peso en las raices se verifican con respecto a los
controles en plantas de ‘Picual’ infectadas por Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp. (ver
3.3.2.3).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo en referencia a la capacidad
reproductiva de los nematodos noduladores y lesionadores incluidos en la prueba de
patogenicidad muestran que todos ellos se multiplican sobre el olivo. Ademas de constituir
una demostracion de que existe compatibilidad huésped-parasito entre las especies
empleadas de nematodos y los cultivares del olivo, este hecho tiene una implicacion practica
muy importante: los nematodos que sean introducidos en el terreno de plantacion
conjuntamente con los plantones se reproduciran durante todo el tiempo que permanezcan
las plantas, y la poblacion de los mismos se incrementara de forma creciente, a no ser que
se utilice alguna medida de control. Este fendmeno por el cual la densidad de indculo de un
patdgeno crece indefinidamente en presencia de huésped perenne susceptible es
particularmente acusado en frutales y origina los problemas de mortalidad o decaimiento o
del vigor que ocurren al efectuar replantacion en terrenos ocupados previamente por la
misma especie (Bello, 1983; Greco, 1990; Nyczepir y Halbrendt, 1993). Determinados
nematodos se reproducen abundantemente sobre los arboles adultos de una plantacion de
frutales de varios afios sin provocar sobre los mismos un dafio demasiado aparente. Cuando

algin motivo agrondmico obliga a la replantacién, a menudo las poblaciones de esos
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nematodos han alcanzado tal densidad que, por si solas o conjuntamente con otros
patdgenos de suelo, llegan a provocar sobre los plantones jovenes —mas susceptibles- los
danos severos que se identifican con el complejo de “short lifé’ o “replant problems"”
(Nyczepir y Halbrendt, 1993). Este fendmeno ocurre en diferentes patosistemas nematodo-
frutal y, en este sentido, podemos citar, entre otros a C. xenopl/ax-melocotdén (Nyczepir et
al., 1983), P. penetrans-manzano (Mountain y Patrick, 1959), AP. vulnus-manzano (Ricciardi
et al, 1975) y T. semipenetrans-Citrus spp. (Tsao et al, 1989). La evidencia de que
Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp. se multiplican sobre el olivo alerta sobre la necesidad
de extremar precauciones al efectuar replantaciones sobre olivares antiguos. Niveles altos
de infestacion, que pueden haber sido provocados por la reproduccién sobre los arboles
adultos pero pasar desapercibidos sobre los mismos, podrian resultar muy perjudiciales

sobre las plantas jovenes provenientes del vivero.
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4.1. INTRODUCCION

Los resultados de las investigaciones que constituyen los capitulos precedentes del
presente trabajo, demuestran que en la rizosfera y las raices de plantones de olivo en
viveros comerciales de Andalucia se encuentran numerosas especies de nematodos
fitoparasitos. Estos resultados alertan sobre la capacidad del material de plantacion de
actuar como fuente de indculo y de dispersion de estos agentes a nuevas areas. Por otra
parte, hemos demostrado que algunas especies de nematodos fitoparasitos se reproducen
en plantones de olivo y causan en ellos procesos patogénicos que previsiblemente pudieran
desembocar a medio o largo plazo en una reduccién del crecimiento y/o vigor de los mismos
y, por consiguiente, en una reduccion de la produccion en el olivar establecido. Esto indica
que dichos nematodos potencialmente propagables desde el vivero son, a su vez,
potencialmente perjudiciales para el crecimiento y establecimiento de nuevas plantaciones
de olivo y, por lo tanto, deben ser desarrolladas estrategias para reducir la incidencia de los

mismos en los plantones.

La generacion y el desarrollo de medidas eficientes de control de nematodos que
puedan ponerse a disposicion de los viveristas constituye un requisito previo indispensable
para la implementaciéon de los programas de certificacion sanitaria en viveros, cuya
oportunidad y conveniencia ha sido discutida previamente (ver 2.1.3 y 2.4.3). En el disefio y
formulacion de tales medidas debe considerarse que satisfagan ciertas condiciones en
relacion con su aplicabilidad técnica y econdmica; i.e., estas medidas deben utilizar insumos
que estén facilmente disponibles en el mercado local, y ser, en términos relativos, baratas y
compatibles con las condiciones ambientales y los sistemas habituales de produccién de la
zona donde se desean aplicar. Estas medidas deben, ademas, atender a las necesidades de
conservacion ambiental y no representar riesgos para la salud de los operarios y
consumidores y, en este sentido, responder a las exigencias del marco legal vigente en esas

materias en el momento de su aplicacion.

Los experimentos cuya realizacion y resultados se presentan y discuten en el

presente capitulo fueron concebidos y disefiados con el propdsito de respetar las pautas
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antes mencionadas Yy sus objetivos particulares fueron los siguientes:

1. Determinar la eficiencia de la solarizacion para desinfestar sustratos

de uso viveristico.

2. Determinar la eficiencia de la biofumigacion con restos vegetales para

desinfestar sustratos uso viveristico.

3. Determinar el efecto de enmiendas organicas en el sustrato viveristico
sobre la patogenicidad de nematodos noduladores y lesionadores en

condiciones controladas.

4. Determinar el efecto de la micorrizacion en la proteccion de plantones
de olivo contra la infeccion por nematodos noduladores y lesionadores

de raiz.

4.1.1. CONCEPTOS GENERALES

Conceptualmente, el control de nematodos fitopatdgenos admite diferentes
abordajes. Distintos autores coinciden en identificar que el objetivo Ultimo del control es el
mantenimiento de la densidad de la poblacion de nematodos por debajo de niveles de
perjuicio fisioldgico, mediante costes de actuacién que resulten inferiores al beneficio
alcanzable con su aplicacion (Dropkin, 1989, Heald, 1987, Thomason y Caswell, 1987). Cada
vez es mas manifiesta entre los nematdlogos una preocupacion respecto de la distincién
entre “control” y “manejo”. El término “control” merece ser aplicado preferentemente al
referirnos a acciones que pretenden causar una marcada reduccion de la poblacion del
nematodo o del perjuicio a corto plazo de su parasitismo en la planta; mientras que
“manejo” supone la aplicacién armdnica de un conjunto de practicas que persiguen el mismo
propdsito anterior, pero con una programacion a mas largo plazo y buscando una mayor
persistencia de sus efectos (Thomason y Caswell, 1987). Diferentes autores asumen, por
otra parte, que el concepto de “manejo” presenta un caracter eminentemente preventivo, en
contraste con “control” que supone una accion fundamentalmente dirigida a curar o
remediar. La aplicacion del término manejo supone, finalmente, el esfuerzo por integrar
distintas practicas en forma racional y para alcanzar tal propdsito resulta fundamental
abordar los diferentes elementos de la problematica desde la perspectiva de sistemas
(Roberts, 1993).

En contraposicidén con la concepcidn integral o sistémica con que se concibe la idea
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de “manejo”, el concepto “control” conduce habitualmente a la compartimentalizacion. Asi,
la forma mas habitual de presentar sus distintas alternativas es clasificarlas segin la
naturaleza de las herramientas basicas que se emplean. De esta forma los métodos de
control son generalmente clasificados como quimicos, fisicos, culturales, bioldgicos y el
empleo de cultivares resistentes (Thomason y Caswell, 1987; Dropkin, 1989; Hooper y
Evans, 1993; Bello et al, 1996). En el presente trabajo, si bien emplearemos
preferentemente el término control por entender que estamos abordando una etapa inicial
de la problematica y que los experimentos que se desarrollaron pretenden determinar la
eficiencia de métodos particulares considerados en forma individual, procuraremos presentar
las diferentes alternativas del control clasificadas desde un punto de vista sistémico. Asi,
considerando el suelo rizosférico y la planta como los escenarios a proteger, haremos
distincion entre medidas de exclusion, proteccion y saneamiento, segun sea la estrategia que
se adopte. Los tres conceptos seran considerados desde la perspectiva de la fruticultura en
sus dos etapas fundamentales -el vivero y la plantacion definitiva- y en el sentido en que se

los presenta en el esquema de la Fig. 4-1.

Exclusion: se procura
evitar que los nematodos
fitopatdgenos ingresen -a
través del agua de riego,
suelo, sustrato o material

vegetal- al sistema
protegido constituido por
la raiz y la rizosfera.

Nematodo

Proteccion: se procura Saneamiento: se procura
dotar a la planta de eliminar los
mecanismos que nematodos
la prevengan que estuvieran
~ deser presentes en el
infectada sistema, ya
or nematodos
) pf't o sea en el suelo
Itopatogenos, o el sustrato
aun cuando los (desinfestacion),
mismos estén o en la planta
presentes en la rizosfera (desinfeccion)

Fig. 4.1. Representacién esquematica de las tres estrategias adoptables en el control de
nematodos: exclusién, proteccidon y saneamiento

Las diferentes etapas que transcurren desde la produccién de los plantones de olivo
en vivero hasta el establecimiento definitivo del olivar también pueden concebirse como

integradas en un sistema dinamico. Cada uno de los elementos que son progresivamente

147



Capitulo IV — Infroduccion

incorporados en el sistema puede ser vehiculo de nematodos fitopatdgenos, y las medidas
de exclusién, proteccion y saneamiento deben estar dirigidas a mitigar el riesgo que se
provoca en cada una de las formas de ingreso al sistema. La Fig. 4.2 resume las alternativas
que se ofrecen para el control de los nematodos en cada una de las etapas del proceso de
propagacion y establecimiento del olivo y que se expondran pormenorizadamente en la

presente intoduccion.

4.1.2. EXCLUSION

La exclusion incluye todas aquellas medidas tendentes a evitar el acceso del
nematodo a un area o sistema protegido. Estas medidas se basan en garantizar que
nematodos considerados de riesgo para el cultivo de interés no se encuentren en el material
de propagacion y en el terreno donde se efectla la plantacidon definitiva, asi como en evitar
que tales nematodos accedan posteriormente al sitio del cultivo. Las medidas de exclusion
adoptan diversas modalidades segln la escala a que se las considere —de finca, regional,
nacional o internacional- y constituyen en muchos cultivos una herramienta muy apropiada

para mitigar el riesgo provocado por la accién de nematodos fitoparasitos (ver 2.1.2.1).

En el caso particular de frutales lefiosos, las medidas de exclusién destinadas al
control de los nematodos pueden ser concebidas en dos escenarios: el vivero y la plantacion
definitiva. Durante la etapa de vivero la via de ingreso de nematodos fitoparasitos al sistema
por excelencia es el sustrato viveristico empleado en la fase de crianza. Como se ha
mencionado previamente, ni los érganos vegetativos empleados para la propagacion ni el
sustrato de enraizamiento son medios apropiados para el transporte de estos patdgenos (ver
2.4.1.1). La aplicacién de la exclusion a la etapa de vivero consiste basicamente, por tanto,
en evitar el empleo de sustratos infestados por nematodos fitopatdgenos. Este principio
basico es el que se aplicd con éxito en el programa de recuperacion de las plantaciones de
citricos afectadas por nematodos en Florida (Esser et al., 1988). En viveros de frutales otro
elemento que puede estar introduciendo al sistema nematodos fitopatdgenos es el agua de
riego (Esser, 1979), si bien en este caso el riesgo es inferior. Existen antecedentes sobre la
dispersion de nematodos a través de agua de riego que nos ofrecen pautas para la eleccion

de fuentes seguras.

Desde la perspectiva del fruticultor que efectia la plantacion existen varios
elementos del sistema que deben ser tenidos en consideracion. En primer lugar los

principios de la exclusion deben ser aplicados a la eleccidon del material de propagacion.
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Estaquillas

Medida de Proteccion : Elegir material vegetal
con resistencia genética a los potenciales nematodos
fitopatogenos (poco accesible en olivo)

Sustrato de
enraizamiento

Etapa de
enraizamiento

Sustrato de
crianza

Medida de Proteccion : Micorrizacion de los
plantones

Medida de Exclusion: Eleccién de
sustratos provenientes de sitios no infestados
Plantones listos

Medida de Saneamiento: Desinfestacion para la venta

por métodos fisicos o quimicos

Medida de Exclusion: Adquirir plantones
certificados o en viveros reconocidos

- Medida de Saneamiento: desinfeccion de
ISItIO de los plantones por métodos fisicos o quimicos
plantacion

definitiva oA

Medida de Exclusion: Elegir sitios libres de
especies fitopatogenas (“site selection”)

Medida de Saneamiento: desinfectacion ?"VO en
del terreno pre-plantacion plantacion
definitiva

Infestaciones
posteriores a la
plantacion

Medida de Exclusion: evitar el posible ingreso de especies
fitopatogenas a través del transito y el agua de riego

Fig. 4.2. Esquema de las diferentes etapas que tienen lugar en la propagaciéon y
establecimiento del olivo donde se muestran las posibles vias de acceso de nematodos fitoparasitos al
sistema y las alternativas que pueden adoptarse para el control de los mismos.
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Como hemos mencionado en el Capitulo II, alli donde existen programas de certificacion
sanitaria en vivero y los mismos se aplican adecuadamente, la provision de material
certificado constituye una herramienta muy apropiada de exclusion. La misma puede
reemplazarse, alli donde no existen programas oficiales confiables, por criterios subjetivos de
calificacién empresarial (ver 2.4.3). Por otra parte, hemos sefialado que la manifestacion de
sintomas de infeccion severa sobre los drganos aéreos permite sospechar la presencia de

plantas infectadas y descartarlas o rechazarlas en el momento de la compra (ver 3.4.3.1).

El fruticultor puede, con ciertas restricciones, aplicar los principios de la exclusion
también a la eleccién de la parcela donde vaya a efectuarse la plantacion definitiva. En
aquellas ocasiones en que el sitio de plantacion definitiva puede ser seleccionado entre
diversas alternativas posibles, existen criterios de sanidad nematoldgica que pueden
incorporarse a la toma de decision. Este concepto es el que se conoce como “site selection’’
0 “eleccion del sitio” (Nyczepir y Halbrendt, 1993). En este sentido, cabe mencionar que una
prospeccion nematoldgica efectuada con adecuados criterios de muestreo y analizada en
laboratorios de calidad reconocida ofrece una herramienta inestimable en la eleccion del sitio

de plantacion (Lorrain y Tarditi, 1992).

Por Ultimo, cabe considerar que la exclusion incluye practicas que deben continuar
siendo adoptadas durante todo el tiempo de establecimiento del olivar. En efecto aun
cuando un olivar no se hallara infestado por nematodos fitopatdgenos, cabe considerar que
los mismos pudieran acceder al cultivo a través de diferentes vias. En este sentido la
aplicacion apropiada de los principios de la exclusion indica extremar los cuidados con el
agua de riego y evitar el ingreso a la parcela de restos de suelo infestados adheridos a la

maquinaria, el calzado, etc.

4.1.3. PROTECCION

Denominaremos en este capitulo con el nombre de proteccion a la estrategia
consistente en proveer a la planta de mecanismos que mejoren su comportamiento ante el
contacto con el nematodo. Considerando el ambito de la fruticultura, cabe considerar que
las medidas de proteccién pueden ser adoptadas Unicamente por el viverista, si bien es el
fruticultor quien tiene la opcidén de elegir en el vivero plantas con mejor comportamiento

frente a potenciales infestaciones.

Dentro de las practicas que caben incluirse bajo este concepto, la mas habitual es el
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empleo de cultivares resistentes obtenidas por mejora genética. Debido a que la adopcion
de esta practica libera en muchos casos al productor de tener que efectuar medidas de
control quimico, se la considera, cuando esta disponible, la forma mas econémica y eficiente
asi como la alternativa mas aceptable ecoldgicamente (Pinochet, 1996). Esta medida de
control se encuentra disponible desde hace varios afios para muchos patosistemas de
nematodos y arboles frutales. En este sentido, cabe mencionar, por ejemplo, la resistencia a
Meloidogyne spp. en patrones de Prunus spp. (Brooks y Olomo, 1961; Ramming y Tanner,
1983, Roberts, 1992; Pinochet et al., 1996b, 1999) y Vitis spp. (Firoozabady y Olomo, 1982)
obtenidos por mejora genética. Aunqgue en olivo no existen cultivares mejorados ex profeso
para resistir a ninguna de las especies mas importantes de nematodos noduladores o
lesionadores, existe constancia de que determinados genotipos presentan mejor
comportamiento. ‘Allegra’, un pie de injerto clonal obtenido por la Universidad de California
muestra gran resistencia a Meloidogyne spp. en condiciones experimentales (McKenry,
1994).  Algunos cultivares italianos, como ‘Coratina’, presentan también excelente

comportamiento frente a Meloidogyne spp. (Sasanelli et al., 1997).

Dentro del concepto de proteccion también incluimos aquellas practicas que, sin
modificar la constitucion genotipica de la planta, se efectuan con el préposito de dotarla de
alguna caracteristica histoldgica, citoldgica o bioguimica que le otorgue resistencia a un
nematodo patdgeno. Conceptualmente podemos incluir aqui los mecanismos de resistencia
adquirida como los que actian en patosistemas que incluyen hongos y bacterias. El
conocimiento de este tipo de fendmeno como sistema de proteccion frente a nematodos es

aun incipiente y no se ha reportado su existencia en arboles frutales.

Por Ultimo, se incluyen en la proteccion las asociaciones mutualistas que pueden
proteger a la planta de la infeccién por nematodos fitopatdgenos. Mencionamos, en este
sentido, la micorrizacion, practica habitual en los viveros de frutales. Este tema lo
trataremos posteriormente en mayor detalle por ser una de las practicas adoptadas en el

presente trabajo.

4.1.4. SANEAMIENTO

Englobamos bajo el concepto genérico de saneamiento a todas aquellas practicas
dirigidas a eliminar al nematodo una vez que el mismo hubiera ingresado al sistema que
queremos proteger. Esto implica, por un lado, las practicas dirigidas a eliminar al nematodo

de los sustratos de enraizamiento, crianza, suelo de plantacion definitiva o agua de riego
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(desinfestacion) y, por otro lado, las técnicas empleadas para eliminar nematodos
endoparasitos contenidos en el interior de los tejidos de las plantas (desinfeccion).

4.1.4.1. Desinfestacion

Las practicas de desinfestacion incluyen medidas de control quimico, fisico, cultural
y bioldgico. El control quimico de nematodos se desarrollé inmediatamente después de la
Segunda Guerra Mundial con el descubrimiento de la accién bioldgica de los hidrocarburos
alifaticos halogenados (Hague y Gowen, 1987). A partir de ese momento, la generacién de
sustancias con accion nematicida o nematostatica continud ininterrumpidamente hasta la
actualidad, en que basicamente podemos distinguir dos grandes grupos de estos compuestos
que son los fumigantes —donde se incluyen haluros de alquilo y derivados del metil-
isotiocianato- y los no fumigantes, donde se incluyen compuestos organofosforados y
compuestos carbamicos (Bakker, 1992). Los compuestos fumigantes son considerados
propiamente nematicidas, debido a que originan la muerte de los nematodos y sus huevos,
mientras que los no fumigantes presentan accién fundamentalmente nematostatica, ya que
no matan directamente a los nematodos sino que afectan a su comportamiento (Wright,
1981).

La aplicacion de nematicidas se encuentra ampliamente difundida en fruticultura
como método de desinfestacion. La investigacion y el desarrollo comercial sobre nematicidas
han estado dirigidos fundamentalmente a la etapa de plantacion definitiva mas que al vivero,
debido probablemente a que la primera determina un mayor consumo de los productos. La
desinfestacion quimica de sustratos viveristicos se efectla preferentemente recurriendo a
productos fumigantes especificos o no especificos (McKenry, 1989b), si bien pueden
emplearse algunos nematicidas no fumigantes (De Lifan, 2001). El tratamiento de
desinfestacion en el terreno definitivo presenta dos modalidades basicas, la aplicacion previa
a la plantacién y la que se realiza con posterioridad a la misma. Nyczepir y Halbrendt
(1993), al comparar ambas alternativas, resaltan que los tratamientos pre-plantacion suelen
ser mas efectivos porque tienen caracter exclusivamente preventivo, garantizan la ausencia
de dafio durante el periodo critico de plantacion y pueden valerse de un mayor nimero
alternativo de productos comerciales aprobados. Dado su mayor caracter fitotoxico, los
nematicidas fumigantes especificos han sido recomendados especialmente para ser aplicados
bajo esta modalidad (Lownsbery, 1959; Johnson, 1986; Nyczepir, 1991; Mai y Abawi, 1981;
O’Bannon y Tarjan, 1973; Lownsbery et al.. 1969). Los tratamientos post-plantacion, en

cambio, si bien en ocasiones pueden ser efectuados con fumigantes especificos (Tarjan y

153



Capitulo IV — Infroduccion

O’Bannon, 1974; Inagaki, 1978; Zehr et al., 1982), se realizan en general recurriendo a
nematicidas no-fumigantes, con caracter curativo y un doble propdsito de desinfestacion y
desinfeccion (Johnson et al., 1987, Philis, 1988, Szczygiel y Rebandel, 1990).

La desinfestaciéon de sustratos viveristicos o de suelos de plantacién puede
recurrir, en fruticultura, al control fisico. Maas (1987) reconoce cuatro métodos basicos
de desinfestacion fisica: calor, métodos mecanicos, desecacion e inundacion. En la etapa
de vivero, la desinfestacion de los sustratos puede efectuarse mediante calentamiento
artificial. Este puede efectuarse in situ, recurriendo habitualmente a la inyeccion de vapor
de agua (Runia, 1984) o ex situ en ambitos confinados, como autoclaves (Christie, 1959) u
hornos de microondas (Heald y Wayland, 1975). Estos métodos artificiales determinan un
consumo energético de tal naturaleza que los hace impracticables en el terreno de
plantacidn definitiva. En estos casos, la solarizacion, un método que emplea la radiacion
solar como fuente energética, permite la desinfestacion térmica alli donde las condiciones
ambientales son propicias. Este método también puede emplearse para desinfestar
sustratos viveristicos, tal como persigue uno de los objetivos del presente capitulo y por
ese motivo abordaremos mas adelante y en particular los antecedentes referidos a esta

practica.

La desinfestacion del suelo o de los sustratos viveristicos en fruticultura recurre, en
ocasiones, a métodos culturales. Existen diversas formas de manejo del suelo que
pueden reducir la poblacion de nematodos fitopatdgenos hasta niveles inferiores al umbral
de perjuicio. El mantenimiento prolongado de barbechos libres de malas hierbas puede
conducir al control por inanicion de especies de corta supervivencia, pero las desventajas
que esta practica ofrece a la conservacion del suelo pueden servir de contraindicacion
(Whitehead, 1997). ElI mismo efecto puede lograrse manteniendo el terreno que va a ser
destinado a la provision de sustrato viveristico o a la plantacion de frutales, cultivado
exclusivamente con especies sobre las cuales el nematodo no se reproduce durante un
periodo prolongado. De esta forma, se pueden lograr reducciones en los niveles de
infestacion que permiten el empleo seguro del suelo y evitan, al mismo tiempo, los
inconvenientes de mantener el terreno desnudo. Esta practica requiere la identificacion
precisa y especifica de los nematodos presentes y un perfecto conocimiento de su gama de
huéspedes (Thomason y Caswell, 1987). En melocotonero, Bertrand y Nyczepir (1989)
recomiendan la siembra de pasto bermuda (Cynodon dactylon (L.) Pers.) en preplantacion
para recuperar suelos infestados con Meloidogyne spp., mientras que Nyczepir y Halbrendt
(1993) resaltan la conveniencia de sembrar trigo durante algunos afios antes de efectuar la
plantacion en terrenos con altas poblaciones de C. xenoplax. Del mismo modo, este
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principio se aplica al manejo de infestaciones en post-plantacion a través de las cubiertas
vegetales. No obstante estas cubiertas pueden incrementar las poblaciones de nematodos
fitopatdgenos cuando son manejadas sin un criterio floristico racional. En aquellos casos en
que la eleccién de las especies se efectla considerando aspectos vinculados a la sanidad
nematoldgica, no sélo se obtienen beneficios sobre la conservacion del suelo sino que
pueden lograrse importantes reducciones en la poblacién de nematodos fitopatégenos
(Bertrand et al, 1988; Zehr et al, 1990b; Merwin y Stiles, 1989). Esta capacidad
desinfestante de ciertas cubiertas vegetales puede residir exclusivamente en una restriccion
a la reproduccién por incompatibilidad huésped-parasito, pero la eficiencia de la técnica
aumenta cuando, como mecanismo adicional de control, participa la liberacion a la rizosfera
de exudados radicales con efecto alelopatico (Hackney y Dickerson, 1974; Tudor y McKenry,
1989; Huang et al, 1981; Tanda y Atwal, 1988; Oduor Owino, 1993 y vedse también
4.1.5.3).

Por ultimo, mencionaremos las posibilidades del empleo de agentes bioldgicos
como método para la desinfestacion de nematodos en fruticultura. Los nematodos
presentan un importante nimero de enemigos naturales que pueden reducir sus
poblaciones. Entre los parasitos encontramos rickettsias, bacterias y hongos; mientras que
otros nematodos, hongos formadores de apresorios, acaros, tardigrados y colémbolos actian
como depredadores (Dropkin, 1989). Estos agentes confieren la supresividad que presentan
espontaneamente ciertos suelos y que constituye el fendmeno que se conoce como “control
bioldgico natural” (Stirling, 1991). En otros casos, ciertos organismos han sido multiplicados
artificialmente y liberados posteriormente en agroecosistemas fuertemente infestados con
nematodos, buscando ya sea su establecimiento y con ello un control definitivo o de larga
duracién (“control bioldgico por introduccion” o “liberacidon en masa”) o bien un control a
corto plazo que se renueve con la reintroduccion periddica del agente (“control bioldgico por
inundacién”) (Kerry, 1987). Diversos sistemas de control bioldgico natural han mostrado
marcada eficiencia sobre nematodos en melocotonero (Stirling y Mankau, 1977; Stirling et
al., 1979; Kluepfel et al., 1993), vid (Bird y Brisbane, 1988) y citricos (Mankau, 1982). Del
mismo modo, cabe mencionar esfuerzos por desarrollar alternativas eficientes de control
bioldgico en frutales a través de estrategias de inundacion. Asi podemos mencionar a Tarjan
(1961) que ensayd la liberacién de Arthrobotrys musiformis Drechsler para el control de R.
citrophilus en citricos. También se han ensayado varios organismos como potenciales
agentes de control bioldgico indundativo de C. xenoplax en melocotonero incluyendo al
hongo Hirsutella rhossiliensis Minter y Brady (Zehr, 1985; Eayre et al., 1987) y a la bacteria

Pseudomonas aureofaciens Kluiver (Trevisan) (McInnis et al., 1990).
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4.1.4.2. Desinfeccion

Las alternativas posibles para la desinfeccion de plantas en fruticultura se

restringen, en términos practicos, a medidas de control quimico v fisico.

El control quimico con nematicidas no fumigantes aplicados a la planta es una
medida con caracter mixto de proteccion y saneamiento. Todos estos productos presentan,
en mayor o menor medida accidén sistémica y prolongada persistencia de residuos. Su
aplicacion en forma anticipada a la infeccion tiene caracter preventivo y, como tal, puede ser
considerada una medida de proteccidén, mientras que si se aplican tras la penetracion de la

planta por los nematodos actiian como desinfectantes.

Existen varios procedimientos que permiten aplicar los nematicidas no fumigantes.
La inmersion de las raices desnudas en una solucion de nematicida sistémico se emplea a
menudo cuando se quiere desinfectar plantas que dejan el vivero con destino a la plantacion
definitiva. Este tratamiento se aplicd en plantones de Gitrus spp., infectados con R.
citrophilus (O “Bannon y Taylor, 1967; O ‘Bannon y Tomerlin, 1977). La desinfeccion previa
a la plantacion puede realizarse también aplicando el nematicida sobre el sustrato de la
maceta, cumpliendo asi con un doble propdsito de desinfestacion y desinfeccion. Lamberti y
Di Vito (1972) aplicaron con éxito esta técnica sobre plantones de olivo infectados por M.
incognitay M. javanica sin efectos fitotdxicos. La tercera alternativa para la desinfeccion de
plantones es la aplicacion del nematicida al follaje, practica de eficacia comprobada en
manzano, melocotonero y peral (Abawi y Mai, 1975, 1978; Allen y Marks, 1977). Vovlas et
al. (1975) compararon las tres técnicas descriptas para la aplicacion de nematicidas como
medida de desinfeccion de plantones, y concluyeron que la eficacia de los tratamientos no
dependié tanto de la forma de aplicacion como de la especie diana: el control resultd
satisfactorio para naranjo amargo Citrus aurantium L. infectado por 7. semipenetransy vid

infectada por Xijphinema spp., pero fracasd sobre olivo infectado por M. incognita.

Como mencionamos al referirnos a la desinfestacion, los nematicidas no fumigantes
pueden ser aplicados al suelo en plantaciones establecidas. Cuando las raices se ponen en
contacto con el suelo tratado tiene lugar la penetraciéon del producto y de esta forma puede
verificarse también un efecto desinfectante sobre plantas que ya presentaban nematodos
endo o semiendoparasitos en su interior. Sin embargo, la desinfeccién de arboles adultos
puede obtenerse en ciertos casos aplicando el producto exclusivamente a la parte aérea de
la planta. Esta modalidad, que requiere nematicidas de probada traslocacion basipeta como
el fenamifés y el oxamyl, reduce significativamente los riesgos de contaminacion ambiental

(Tarjan, 1976). Ha sido aplicada exitosamente en citricos donde las inyecciones al tronco
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resultaron efectivas sobre 7. semipenetrans (Monke et al, 1992) mientras que las
aplicaciones al follaje controlaron a R. similis (O Bannon y Tomerlin, 1977; O 'Bannon vy
Tarjan, 1979).

Para la desinfeccidn de los plantones producidos en vivero puede recurrirse también
al control fisico. La aplicacion moderada de calor durante periodos suficientemente
prolongados se emplea en la desinfeccidn de tejidos vegetales, en una técnica conocida
como “termoterapia”. Esta técnica se basa en la sensibilidad diferencial de la planta y sus
parasitos internos o externos a las altas temperaturas (Jarvis, 1998). Independientemente
de la forma que se emplee para proveer el calor, el principio basico es alcanzar una
temperatura que esté por encima del umbral térmico letal de los nematodos pero por debajo
del de la planta (Woodville, 1972). El método esta difundido ampliamente como medida de
erradicacion de diversos patégenos -bacterias, virus, hongos, nematodos y micoplasmas- de
semillas y otros materiales de propagacion. En frutales, este método es el mas cominmente
empleado para la produccion de plantones libres de virus (Welsh, 1976, Nemeth, 1986) y
también se ha mostrado efectivo para la erradicacion de la bacteria Agrobacterium
tumefasciens (Smith & Townsend) Conn en plantones de vid (Burr et al, 1989). La
eficiencia de la termoterapia sobre plantones de frutales infectados por nematodos fue
comprobada fundamentalmente en citricos (Birchfield, 1954; Kaplan, 1982; Esser et al.,
1988) y en vid (Vega, 1973; Barbecheck, 1986; Nandini y Mathur, 1995). Teva (2000)
estudid la termoterapia como método de desinfeccidon de A. vuinus en olivo y comprobd que
exposiciones a temperaturas iguales o superiores a 45 °C durante 8 min o mas permiten un

control eficiente del nematodo.

4.1.5. PRACTICAS SOSTENIBLES EVALUADAS PARA EL CONTROL
DE NEMATODOS FITOPATOGENOS

4.1.5.1. Solarizacion

Se conoce con el nombre de solarizacion al método por el cual se controlan
patdgenos de suelo y malas hierbas mediante el calentamiento logrado a expensas de la luz
solar. La técnica surgid a fines de la década de los “70 en Israel como una derivacion
imprevista del empleo de los plasticos en la agricultura y desde ese momento se ha
constituido en un alternativa relativamente simple, efectiva y econdmica para la
desinfestacion de suelos la en zonas calidas y aridas (Katan y De Vay, 1991). Este método
consiste, basicamente, en aplicar una pelicula de plastico transparente y delgada sobre un
suelo humedo, mullido y nivelado bajo condiciones de alta insolacién (Katan, 1980). La
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pelicula plastica, que se comporta como transparente a la luz y opaca a la radiacion
infrarroja, provoca sobre el suelo solarizado un efecto de invernadero. El calor que se
produce a expensas de la radiacion visible, que en condiciones de suelo desnudo se perderia
por conveccion y radiacion, queda retenido y de esta forma la temperatura se eleva hasta 10
OC por encima de la que registra en condiciones similares un suelo sin solarizar. Las
recomendaciones que vienen implicitas en la descripcion de la técnica resultan de
cumplimiento indispensable para el éxito de la misma. La transparencia del plastico es
requerida a fin de lograr la maxima transmitancia de la radiacion solar. El mantenimiento del
suelo himedo asegura una mayor captacion de la radiaciéon a causa del oscurecimiento, la
liberacion del calor latente de evaporacion y una adecuada conductividad que mejora la
transmision del calor en profundidad (Katan, 1981). La humedad incrementa, por otra parte,
la sensibilidad térmica de las formas de resistencia de los patdgenos. La dptima preparacion
del suelo se exige a fin de evitar roturas en el plastico y de reducir al minimo el espacio de
aire retenido entre el suelo y la pelicula de polietileno. La eficiencia de la solarizacion esta
supeditada también a las condiciones meteoroldgicas del sitio. Debido al interés por conocer
las posibilidades de la solarizacién, diversos autores (Mahrer, 1979; Mahrer y Katan, 1981;
Cenis, 1989; Wu et al. 1996) han elaborado modelos de prediccion destinados a valorar la
posible eficacia de la solarizacidon en cada zona, a diversas profundidades del suelo y en cada

época del afio.

La solarizacién es un método apropiado para la erradicacion de hongos de suelo
(Pullman et al, 1981; Ben-Yephet, 1988, Ben-Yephet, et al, 1988; Arora y Pandey, 1989;
Hartz et al., 1989), malas hierbas (Horowitz et a/,, 1983; Duranti y Cuocolo, 1988; Silveira et
al., 1990; Sauerborn et al., 1989), artrépodos (Gerson et al., 1981) y nematodos (Di Vito et
al, 1991; Chellemi et al, 1997; Whitehead, 1998). El efecto que se verifica sobre los
propagulos de patdgenos y malas hierbas se debe, por una parte, a que se alcanzan
temperaturas que superan el umbral térmico letal de estas estructuras durante un periodo
de tiempo suficiente. Sin embargo, en ciertos casos, se consigue un efecto sub-letal por el
cual los microorganismos supervivientes pueden quedar debilitados, poseer menor potencial
de indculo y menor longevidad (Katan, 1981). Por otra parte, tiene lugar la seleccion de una
microflora termofila con cierta capacidad de antagonismo que explica fendmenos de control
bioldgico asociados a la solarizacion (Stapleton y DeVay, 1984): la solarizacion no presenta el
inconveniente de crear un “vacio bioldgico”, contraindicacién habitual de otras practicas de

desinfestacion mas drasticas (Bollen, 1974; Marois et al., 1983).

El efecto beneficioso que presenta la solarizacion del suelo en apariencia no

responde exclusivamente al control de organismos perjudiciales. Ademas, se observa una
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promocion del crecimiento sobre plantas que se cultivan en suelo solarizado aun en
ausencia de patoégenos importantes (Chen y Katan, 1980; Stapleton et a/., 1985). Se han
formulado varias explicaciones parciales acerca de la naturaleza y el origen de este
fendmeno. Algunos autores atribuyen este efecto a la promocién de microorganismos que
estimulan el crecimiento (Nair et al., 1990; Tjamos y Paplomatas, 1988; Kaewruang et al.,
1989). Otros, en cambio, subrayan la importancia de modificaciones quimicas que
repercuten sobre la fertilidad, como son el contenido de materia organica soluble (Chen y
Katan, 1980; Kaewruang et al, 1989) y la concentracion de iones nutrientes (Chen y
Katan, 1980; Cartia, 1989; Kaewruang et a/., 1989). La solarizacién, por otra parte, es una
practica que se caracteriza por su capacidad de integrarse apropiadamente con otros
métodos de desinfestacion. De esta forma pueden alcanzarse niveles de control que
resultan insuficientes al aplicar ciertas practicas en forma individual o bien reducir los
riesgos o inconvenientes de otros métodos mas agresivos (Ben Yephet et a/., 1988; Lopez
Cosme y Gonzalez Torres, 2000; Greco et al, 1992; Eddaoudi y Amati, 1994; Gaur y
Dhingra, 1991).

La solarizacién ha sido aplicada con éxito en fruticultura para el control de hongos
de suelo, tanto en la etapa de vivero (Stapleton y De Vay, 1982) como en el terreno de
plantacion definitiva (Ashwort et al, 1983; Freeman et al. 1990; Gallo-Llobet et al., 1996;
Lopez-Herrera et al, 1996). En olivo, en particular, la solarizacion ha mostrado ser una
practica que contribuye significativamente a disminuir la incidencia de la marchitez causada
por V. dahliae (Tjamos, 1983; Lopez-Escudero y Blanco-Lépez, 2001). Sin embargo, a pesar
del éxito con que se aplica la solarizacién sobre nematodos en cultivos herbaceos, este
método no ha sido ensayado suficientemente como estrategia de desinfestacion de
nematodos en frutales. El efecto beneficioso que las coberturas de plastico negro provocan
sobre el crecimiento de arboles frutales, atribuido a una conservaciéon del agua y a una
reduccion de la poblacion de ciertos nematodos patdgenos, constituyen un estimulo para
estudiar el efecto de la solarizacion en plantaciones establecidas (Duncan et al,, 1992). La
misma consideracion resulta valida para las labores del vivero, ya que varios trabajos han
comprobado la viabilidad de la solarizacion como método de desinfestacién de pequefios
volimenes de sustrato (Giblin-Davis y Verkade, 1988, Kaewruang et al, 1989, Duff y
Barnaart, 1992). Recientemente Stapleton et al. (1999) demostraron que la solarizacion
puede ser empleada en lugar de la fumigacion para el control de nematodos en viveros de
olivo situados en regiones de clima mediterraneo. Todas estas circunstancias alientan a

continuar la investigacion referida al tema.
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4.1.5.2. Micorrizacion

Las micorrizas son simbiosis mutualisticas que se establecen entre plantas terrestres
y determinados hongos simbiontes obligados que colonizan las raices y proyectan un extenso
entramado de hifas a través del suelo rizosférico. De esta forma se incrementa el area de
absorcion del sistema radical y con ello la captacion de agua y la movilizacion de nutrientes,
particularmente el P. Aunque se pueden distinguir diferentes tipos de micorrizas segun la
naturaleza de la estructura flingica que se forma, a los fines del presente trabajo nos
referiremos exclusivamente a las endomicorrizas y, dentro de ellas, a las micorrizas
arbusculares (MA), el grupo mas ampliamente distribuido en la naturaleza y de mayor
importancia ecoldgica y econdmica. Los hongos formadores de micorrizas arbusculares
pertenecen a seis géneros del Orden Glomales, Subdivision Zygomycotina que pueden
asociarse inespecificamente a mas del 80 % de las especies vegetales que han sido
estudiadas.

La micorrizacién aumenta la resistencia de la planta a diversos estreses incluyendo
los de naturaleza abidtica como sequia (Gianinazzi-Pearson y Azcén-Aguilar, 1991), salinidad
(Rinaldelli y Mancuso, 1998) y toxicidad idnica (Diaz et al, 1996) y bidtica (enfermedades).
En particular, se ha demostrado que la micorrizacién altera el comportamiento de muchas
plantas frente a los nematodos fitoparasitos y determina una reduccion del efecto patogénico
de los mismos (Hussey y Roncadori, 1982; Hussey y McGuire, 1987; Smith, 1987; Stirling,
1991; Francl, 1993; Calvet et al., 2001). Los mecanismos involucrados en esta alteracion de
la respuesta de la planta difieren segun el patosistema que se considere y a menudo mas de
uno coincide para explicar el fendmeno. Por una parte se asume que las micorrizas
proporcionan un mecanismo compensador del dafio causado por el nematodo, como
consecuencia de la mejora de la capacidad funcional de la raiz (Smith et al., 1986). Este tipo
de respuesta puede ocurrir sin que se vea afectado el nivel de infestacidn ni la reproduccion
del nematodo y constituye, por lo tanto, un mecanismo de tolerancia. En otros casos, los
mecanismos que alteran la respuesta de las plantas micorrizadas a los nematodos se
asemejan a los de resistencia, ya que no solo reducen el dafio sino también la reproduccion
del nematodo. Asimismo, se especula sobre la existencia de mecanismos de interaccion
previos a la infeccidn: las micorrizas alteran la naturaleza de los exudados radicales (Graham
et al, 1981; Gerdemann, 1968; Hayman, 1982) y ello, presumiblemente, afecta a la
respuesta de aquellos nematodos que responden a este estimulo para la eclosion de los
huevos o el reconocimiento de los sitios de infeccion (Hussey y McGuire, 1987; Smith, 1987;
Ryan et al, 2000). Entre los mecanismos de interaccién posteriores a la infeccion que

explicarian la inhibicion de los nematodos podemos mencionar la competencia por espacio y
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por fotosintatos (Hussey y Roncadori, 1982) y la generacion de sustancias nematostaticas
(Smith, 1987). Asimismo, algunos hongos micorricicos se comportan en ciertas
circunstancias como parasitos débiles de los huevos de algunos nematodos (Francl y
Dropkin, 1985; Tribe, 1977) y este fendmeno podria estar contribuyendo en cierta medida a

explicar el mecanismo de inhibicidn.

La inoculacién artificial de los sustratos de cultivo de plantas con aislados
seleccionados de hongos micorricicos es una practica habitual en muchos viveros de frutales
tropicales y de clima templado, en reconocimiento al conocido efecto promotor de esta
simbiosis sobre el crecimiento de los plantones (Azcon-Aguilar y Barea, 1997). Estos autores
destacan que, ademas de otorgar propiedades antiestrés, las micorrizacion estimula el
enraizamiento y el crecimiento, mejora la emision de raices por parte de los esquejes y la
supervivencia y desarrollo durante la etapa de endurecimiento, reduce los requerimientos de
P externo, y confiere precocidad, mayor fructificacion y mayor uniformidad de las plantas. El
efecto protector de las micorrizas frente a nematodos pudo comprobarse en especies frutales
como Prunus spp. (Camprubi et al. 1993; Pinochet et al, 1998; Calvet et al, 2001),
manzano (Pinochet et al., 1993b), membrillero (Cydonia oblonga Mill.) (Calvet et al., 1995)
y limonero (Gitrus /limon (L.) Burm.) (O “Bannon y Nemec, 1979; Smith y Kaplan, 1988). Si
bien las micorrizas aun se emplean escasamente en viveros de olivo en comparacién con
otras especies frutales, la importante renovacion tecnoldgica surgida en el sector a partir de
las demandas de la Nueva Olivicultura ha propiciado una adopcién cada vez mas importante
de la practica y un interés creciente por conocer sus posibilidades. En este sentido merece
ser explorada en olivo la potencialidad de las micorrizas como elemento protector frente a
nematodos patégenos.

4.1.5.3. Aplicacion de enmiendas orgdnicas

Las enmiendas organicas constituyen una alternativa al uso de productos quimicos
para la desinfestacion de suelos y sustratos agricolas. A los fines de este trabajo,
denominaremos enmienda organica a todo aquel material residual de constitucién
fundamentalmente organica, mas o menos elaborado con posterioridad a su generacion
como subproducto de alguna actividad humana que se aporta al suelo en gran cantidad.
Este tipo de materiales se ha empleado tradicionalmente en la agricultura con el propdsito de
mejorar las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo e incrementar su fertilidad. Sin
embargo, una serie de evidencias empiricas recogidas a menudo de manera accidental

permitid conocer las potencialidades que presentaba su uso para la proteccién de cultivos.
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Cabe mencionar, en este sentido, la experiencia de muchos sistemas agricolas tradicionales
acerca de la capacidad supresiva que proporcionan muchos abonos organicos sobre
enfermedades provocadas por hongos de suelo (Kelman y Cook, 1979; Thurston, 1990). A
partir de la tercera década del siglo XX, la posibilidad de controlar patdégenos de suelo
mediante enmiendas organicas comenzd a ser investigada en los ambitos cientificos
(Sanford, 1926). En la actualidad se cuenta con aplicaciones de la técnica puestas a punto
para la desinfestacién de hongos de suelo (Hoitink y Fahy, 1986; Lazarovits et al, 1997),
nematodos (Rodriguez-Kabana et al., 1987) y malas hierbas (Roe et al 1993), asi como para

el control de enfermedades en drganos aéreos mediante “caldos” o “extractos acuosos

obtenidos a partir de estas enmiendas (Weltzien, 1992).

El control de nematodos mediante enmiendas organicas ha sido estudiado
recurriendo a una gama muy diversa de productos que incluyen tortas de aceite (Goswami
y Swarup, 1971; Goswami y Meshram, 1991; Krishna Rao et al, 1987), otros residuos
agroindustriales (Sosa Moss y Weihs, 1973; Ferraz y Silva, 1978; Muller y Gooch, 1982),
restos de cosecha y abonos verdes (Reddy et al, 1986) y estiércoles o materiales
residuales de origen animal (Kaplan y Noe, 1993; Gonzdlez y Canto-Saénz, 1993;
D "Addabbo, 1995). Los mecanismos a los cuales se atribuye la accion de control son muy
diversos y difieren segun el material que se considere. Por una parte, cabe considerar la
existencia de mecanismos de proteccion, ya que la incorporacion al suelo de enmiendas
organicas proporciona a la planta condiciones que contrarrestan el riesgo potencial de una
infeccion por nematodos. Existe, en efecto, consenso en que el mejoramiento de las
condiciones fisico quimicas del suelo y sus consecuencias inmediatas en el estado nutritivo
de la planta permiten que ésta tolere mejor el dafio potencial que pueden causar los
nematodos (Stirling, 1991). Por otra parte, la proteccidon de las plantas puede deberse en
ciertos casos a la induccién de resistencia por parte de sustancias fendlicas liberadas tras
la adicidn de las enmiendas (Sitaramaiah y Singh, 1974; Singh et al., 1983). Sin embargo,
la hipdtesis mas habitual acerca de los mecanismos de control identifican a la practica mas
propiamente como una medida de saneamiento, ya que los procesos implicados originan la
mortalidad o la inhibicidon de los nematodos mas que modificaciones en la respuesta por
parte de la planta. Asi, existen por una parte evidencias sobre la responsabilidad de
sustancias con efecto nematoxico o nematostatico en el fendmeno. Estas sustancias
pueden estar preformadas en las enmiendas, que es lo que ocurre en los fenémenos de
supresion atribuibles a productos del metabolismo secundario de las plantas con efecto
alelequimico (Halbrendt, 1996). En este concepto se incluyen las propiedades que

presentan los restos de ciertas especies vegetales reconocidas por su capacidad para el
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control de nematodos como Azadirachta indica Juss. (Devakumar et al., 1985), Tagetes
spp. (Uhlenbroek y Bijloo, 1959) y Ricinus communis L. (Rich et al., 1989). En otros casos,
ciertas sustancias que se liberan con posterioridad a la adicién de la enmienda como
mebolitos derivados de su descomposicién microbiana resultan tdxicas para los nematodos,
tal el caso del amonio, sulfuro de hidrégeno, acidos organicos y una amplia gama de
compuestos organicos volatiles (Badra et al., 1979; Sayre et al., 1965; Elmiligy y Norton,
1973; Sitaramaiah y Singh, 1977). En otras ocasiones el efecto de las enmiendas parece
responder fundamentalmente a la promocion de agentes de control biolégico como hongos
depredadores (Quinn, 1987), hongos parasitos (Jaffee et al, 1994; Van der Boogert et al.,
1994) o tardigrados (Kauri-Paasuke, 1973). Mencion especial merece el mecanismo por el
cual la adiciéon de ciertas enmiendas promueve la actividad de enzimas que afectan a la
viabilidad de los nematodos. Esto ocurre con la quitina (Rodriguez-Kabana et al., 1989),
que es el constituyente principal de la cubierta de los huevos, o el colageno (Galper et a/.,

1990), constituyente de la cuticula.

La aplicacion de enmiendas organicas para desinfestacion de suelos y sustratos en
fruticultura no es practica habitual. El ejemplo mas aproximado a este enfoque es la
siembra de cubiertas vegetales para el control de nematodos en frutales implantados (ver
4.1.4.1). Probablemente, esta situacion obedece a que las enmiendas organicas constituyen
una estrategia de control concebida principalmente para ser aplicada en cultivos de
subsistencia en paises en via de desarrollo (Rodriguez-Kabana et al., 1987). Sin embargo, a
consecuencia de las crecientes restricciones al empleo de materias activas de probada
eficiencia (Ristaino y Thomas, 1997; Thomason, 1987), surge una inquietud por encontrar
alternativas validas al control quimico que anima a explorar la aplicabilidad de estos métodos
en cultivos frutales. Ventajas adicionales como la disposicion de residuos con alta
potencialidad contaminante constituyen un aliciente suplementario. En este sentido, cabe
destacar que la olivicultura y la industria a ella vinculada generan gran cantidad de
materiales residuales cuyo utilidad en el control de patdgenos de suelo ya ha sido explorada
en multiples trabajos (Pera y Calvet, 1989; Vouyoukalou, 1994; Rodriguez-Kabana et al.,
1995; D’Addabo y Sassanelli, 1996, 1997; D’'Addabo et al, 1997, Vouyoukalou vy
Stefanoudaki, 1998). Esta circunstancia satisface la condicion impuesta por Stirling (1991),
que sefala que los materiales residuales a ser empleados como enmiendas organicas para el
control de nematodos deben ser generados en un sitio préximo al lugar de aplicacion, habida
cuenta de que los portes constituyen un determinante fundamental de los costes. La etapa
de vivero parece, por otra parte, particularmente propicia para la comprobacion de estas

practicas, dado que el volumen de enmienda necesario es inferior y por lo tanto mayor es la
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aplicabilidad desde el punto de vista econdmico.

4.1.5.4. Biofumigacion

Entre las especies vegetales con efecto alelopatico existen algunas que se
caracterizan por el marcado efecto biocida sobre patdgenos de suelo y malas hierbas en
germinacion de los metabolitos volatiles que de ellas se generan durante su descomposicion.
En particular son destacables distintas especies de Sorghum Moench., que desprenden acido
cianhidrico, y diversas cruciferas, fundamentalmente Brassica spp., que al descomponerse
liberan isotiocianatos analogos a ciertos fumigantes de sintesis (Sarwar et al, 1998). Las
caracteristicas particulares de estas especies vegetales han sido aprovechadas para reducir
la incidencia de patdgenos de suelo. Por una parte, se ha sugerido aplicar este principio
mediante la generacidn in situ de biomasa residual de estas plantas, ya sea a través de su
inclusion en las rotaciones o con la siembra de abonos verdes o de cubiertas vegetales
(Mojtahedi et al, 1991a; Gardner et al., 1992; Mojtahedi et al, 1993; McGuidwin y Laine,
1995; Koike et al., 1997; Davis et al., 1997; Viaene y Abawi, 1998; Xiao et al., 1998). Otra
aplicacidn de la practica consiste en agregar al suelo o a los sustratos de semilleros o viveros
restos vegetales de las especies mencionadas generados ex situ (Oduor Owino et al.. 1993;
Subbarao y Hubbard, 1996; Shetty et a/, 2000). Las diversas modalidades que aplican este
principio han sido englobadas bajo la denominacion comin de “biofumigacion” (Kierkegaard
et al., 1993). En ocasiones, la incorporacién de este material vegetal se complementa con el
sellado del suelo o el sustrato con una pelicula plastica, con objeto de confinar los gases
desprendidos por descomposicion, concentrarlos y reforzar asi el efecto bioldgico de los
mismos (Koike et al. 1997; Blok, et al, 2000). Cuando esta modalidad de la practica se
efectla al aire libre y respetando las condiciones agrondmicas que requiere la solarizacion,
se conjugan los efectos de ambas técnicas: la elevacién de la temperatura acelera la
descomposicion del material y aumenta la susceptibilidad de los hongos y nematodos a la
accion de los metabolitos desprendidos de las enmiendas, dando como resultado una

interaccidén sinérgica de los dos efectos individuales (Keinath, 1996; Chellemi et a/., 1997).

La siembra de cruciferas ha sido sugerida como una alternativa para el saneamiento de
terrenos destinados a la replantacién de frutales fuertemente infestados con nematodos
(Halbrendt y Jing, 1994). No se han encontrado antecedentes acerca del empleo de la
biofumigacion como método de desinfestacion de nematodos en viveros de frutales. Los buenos
resultados obtenidos en otras circunstancias, asi como la conveniencia econdmica de la practica

y su minimo impacto sobre el ambiente, alientan a investigar sus posibilidades de aplicacion.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. DESINFESTACION DE SUSTRATOS DE USO VIVERISTICO
MEDIANTE SOLARIZACION

Para evaluar la eficacia de la solarizacién en la desinfestacion de sustratos de uso
viveristico se realizaron dos experimentos. El primero se llevo a cabo entre los meses de julio
y agosto de 1999 y el segundo se realizd durante los mismos meses del ano 2000. El
proposito de los mismos fue determinar el efecto de la solarizacién aplicada a sustratos de uso
viveristico dispuestos en pilas o monticulos segun la practica habitual del viverista, sobre la

supervivencia y la persistencia de la capacidad infectiva del nematodo nodulador M. incognita.

4.2.1.1. Preparacion de las pilas o monticulos de sustrato

La solarizacion se realizd sobre pilas o monticulos de sustratos de uso viveristico
dispuestos de tal forma que simularan una practica de adopcidon sencilla en viveros
comerciales. Los dos experimentos se realizaron en un terreno completamente soleado
ubicado en las instalaciones del Instituto de Agricultura Sostenible del CSIC, en la Alameda

del Obispo, Cérdoba (37° N, 4° O) durante los meses de julio y agosto.

En el primer experimento se empled un sustrato constituido completamente por
limo. El sustrato se dispuso en monticulos de forma cénica, de acuerdo con el talud natural
del material. Las dimensiones aproximadas del cono fueron 80 cm de altura y 3 m? de
superficie en la base. Los seis conos se ubicaron segin una disposicion de 2 filas X 3
monticulos. Inmediatamente antes del experimento los monticulos se regaron hasta que el
suelo alcanzd la capacidad de campo. Tres de los seis monticulos fueron sometidos a
solarizacion, mientras que los tres restantes fueron controles sin solarizar. Los monticulos

solarizados fueron ubicados con respecto a los controles en disposicién de zig-zag.

Con objeto de determinar el efecto de la temperatura sobre la supervivencia del
nematodo, se colocaron en el interior de los monticulos pequefias bolsitas de nylon (5 pm de
tamafio de poro) conteniendo el inéculo de M. incognita preparadas de la forma que se
describe mas adelante. Los monticulos solarizados se cubrieron en toda su superficie
expuesta con una lamina de polietileno de uso agricola de 50 um. Los otros tres monticulos

se mantuvieron sin cubrir con plastico, como testigos.

En el segundo experimento, que se realizd al afo siguiente, los monticulos se
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dispusieron de forma similar a la adoptada para el primer aino con la Unica excepcion de que
el sustrato viveristico empleado fue una mezcla de limo y sustrato comercial (Max®,

Vehnemoor GmbH D-26683 Saterland.Sedelsberg, Alemania) en proporcion 1:1 v/v.

4.2.1.2. Inoculo

En ambos experimentos se utilizd como indculo la misma poblacién de M. incognita
que se empled para las pruebas de patogenicidad, y cuyo aislamiento y multiplicacion se
describié anteriormente (ver 3.2.1.2). Asimismo, la extracciéon de la suspension de huevos
empleada como indculo, asi como el cdlculo y ajuste de la densidad de in6culo en ambas
repeticiones, se obtuvo siguiendo la metodologia que se refiere en el capitulo precedente
(ver 3.2.1.2).

En el primer experimento se evalud la efectividad de la solarizacion sobre huevos
libres y sobre masas de huevos enteras. Para ello, raices de tomate severamente infectadas
por el nematodo, se trocearon en fragmentos de aproximadamente 4 cm de longitud.
Dichos fragmentos se sumergieron en una solucion acuosa de floxina B (0,15 g/| de agua
corriente) durante 15-20 min (Daykin & Hussey, 1985). Posteriormente, se seleccionaron
masas de huevos maduras (conteniendo gran cantidad de huevos) que se separaron del
tejido vegetal mediante micromanipulacion con pinza y aguja histoldgica bajo microscopio
estereoscopico (Shurtleff y Averre, 2000).

4.2.1.3. Preparacion de las bolsitas

A fin de determinar el efecto de la solarizacidon sobre la supervivencia de M.
incognita indculo preparado en las dos formas descritas anteriormente se dispuso en
pequenas bolsitas de malla de nylon de 5 pm de luz, dimensién suficientemente pequefa
como para garantizar la retencion del material y los huevos de M. incognita contenidos en la
misma. La malla se cortd en trozos cuadrangulares de aproximadamente 10 cm de lado y
sobre ellos se colocaron aproximadamente 10 cm?® de caolin de uso de laboratorio que se
infestaron con 5 ml de suspensidon de indculo conteniendo una media de 760 huevos de M.
incognita o con 5 masas de huevos suspendidas en acuosa de 5 ml de ADE. Una vez
realizada la infestacion con ambos tipos de indculo, los trozos de nylon se plegaron para
formar las bolsas y encerrar su contenido. Los bordes libres se retorcieron y se los at6
firmemente con hilo de nylon para garantizar la hermeticidad del contenido. Después las
bolsitas cerradas se sujetaron a un alambre de acero galvanizado que permitié regular la

profundidad a que fueron introducidas en los monticulos (ver Figs. 4.3 y 4.4). La mitad de
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estos dispositivos se prepard para estaciones interiores con dos profundidades (20 y 40 cm.)
de enterrado de las bolsitas y la otra mitad para estaciones exteriores con solo una
profundidad de enterrado (20 cm) (Vedse mas adelante: Ubicacion de las estaciones en los
monticulos). El alambre de acero galvanizado presentaba en un extremo un pliegue
perpendicular concebido para limitar la profundidad del enterrado y uno o dos bucles
circulares colocados a tal distancia del origen que al atar de los mismos las bolsitas éstas
quedaran a 20 y 40 cm (Fig. 4.3). En aquellos dispositivos donde la solarizacion se evalud
sobre masas de huevos y huevos libres, las dos bolsas se ataron al mismo bucle pero

manteniéndolas separadas.

En el segundo experimento sdlo se evalud la influencia de la solarizacién sobre
huevos libres. En este caso, para la confeccidon de las bolsas se empled una tela de tejido
comercial de nylon de luz de malla de aproximadamente 5 um. La tela se corté en trozos
cuadrangulares de aproximadamente 30 cm de lado. Sobre dichos trozos se colocaron 500
cm? del sustrato viveristico empleado que se infestaron con 10 cm® de suspensién acuosa
conteniendo 10.000 huevos. Las bolsas con el sustrato infestado se cerraron de forma
similar a la descrita en el primer experimento, se dispusieron sobre trozos de alambre de

acero galvanizado realizados de idéntica forma y se sujetaron a éstos de la misma manera.

4.2.1.4. Ubicacion de las estaciones en los monticulos-Registro de

temperaturas

Para la colocacion de las bolsitas en los monticulos de sustrato los alambres
preparados para una sola profundidad (20 cm) se colocaron equidistantes entre si en una
circunferencia concéntrica al borde del monticulo, ubicada aproximadamente a 20 cm del
borde (estaciones exteriores, Fig. 4.3, B)), en los monticulos sin solarizar (tratamiento Nsol-
20E) y en los solarizados (tratamiento Sol-20E). Los alambres preparados para dos
profundidades se colocaron equidistantes entre si en una circunferencia ubicada a 35 cm del
borde. De esta forma quedaron determinados otros cuatro tratamientos: estacion interior
sin solarizar a 20 cm. de profundidad (Nsol-20I), estacion interior sin solarizar a 40 cm. de
profundidad (Nsol-401I), estacion interior solarizada a 20 cm. de profundidad (Sol-20I) y
estacion interior solarizada a 40 cm. de profundidad (Sol-40I). Como repeticiones de los
tratamientos se consideraron las estaciones correspondientes a una misma combinacién de
profundidad y posicion ubicadas en diferentes monticulos (tres repeticiones para
tratamientos sin solarizar y tres para tratamientos solarizados). Por cada monticulo se

dispusieron cuatro estaciones exteriores, cada una de ellas correspondientes a las cuatro
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diferentes fechas de extraccién que se establecieron a los 6, 10, 17 y 22 dias del inicio del
experimento. Una distribucion similar se dispuso para las estaciones interiores. Las bolsitas
conteniendo los huevos libres se dispusieron en todas las estaciones, mientras que aquéllas
que contenian masas de huevos solo se colocaron en las que correspondian a los muestreos
a realizar a los 10 y 22 dias después de la inoculacién (estaciones 2 y 4, respectivamente,
Fig. 4.3, B)). De forma adicional se prepararon bolsitas con indculo por cada combinacion de
tratamiento y repeticion (18 en total) que no se enterraron, sino que sirvieron como

controles o como lecturas correspondientes al tiempo 0.

A > I ~
20 cm j
40 cm
P
\\
40 cm
20 cm
P

Fig. 4.3. Experimento de solarizacién A) Dispositivos de alambre para regular la
profundidad y bolsas de indculo. Arriba izq.: dispositivos preparados para las estaciones exteriores en
el primer experimento, conteniendo solo una bolsita por bucle (huevos libres) y dos bolsitas (huevos
libres y masas). Arriba der.: alambres preparados para las estaciones interiores con un bucle para
cada profundidad (20 y 40 cm). Abajo: alambres preparados para la segunda prueba con bolsas de
mayor tamafio conteniendo en todos los casos solo un bucle para cada profundidad. B) Vista en
planta esquematizada de los monticulos mostrando la disposicién de las estaciones: obsérvese la
disposicidn alternante de los monticulos solarizados (S) y testigos (T). Las estaciones sefialadas en
rojo son las internas, con dos profundidades de muestreo, y las azules son las exteriores, con solo una
profundidad. El nimero sefialado en las estaciones corresponde a cada una de las cuatro fechas de
muestreo y aquellas sefialadas con un asterisco indican que llevaban, en el primer experimento, una
bolsita de indculo con huevos libres y otra con masas de huevos. C) Esquema de la disposicion de
las estaciones de control de la temperatura: los cables verdes se dirigen a los termopares situados en
el interior de las bolsitas (tres hacia la izquierda, al monticulo testigo, y tres hacia la derecha, al
monticulo solarizado). A cada una de estos seis termopares corresponde una estacion localizada en el
mismo sitio pero fuera de las bolsitas (cables azules). El cable rojo se dirige a la estacion que registra
la temperatura del aire.

Tras los resultados del primer experimento en 1999, en el experimento siguiente del
aho 2000 no se incluyeron los tratamientos Nsol-20E y Sol-20E. Asimismo y como se
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expuso previamente, en esta ocasion no se evalud el efecto de los tratamientos sobre las

masas de huevos.

La temperatura en el interior de los monticulos, asi como la del aire, fueron
registradas de forma continua durante todo el tiempo que duré el experimento. En cada una
de las estaciones de control se colocd un sensor térmico de termopar (Taylor y Jackson,
1986). Los sensores se conectaron mediante cable de termopar a una estacion portatil
(CR10X® Datalogger, Campbell Scientific, Logan UT, EEUU) que promedié cada 10 min los
datos de temperatura registrados de forma automatica a cada min. La primera estacién de
control se destind a evaluar la temperatura del aire y se coloco sujeta a un soporte vertical 2
m por encima del terreno. Las restantes se colocaron en el interior de dos de los monticulos,
uno cubierto de plastico y el otro sin cubrir. En cada una de las tres ubicaciones previstas
para el indculo (circunferencia exterior a 20 cm de profundidad, circunferencia interior a 20
cm y circunferencia interior a 40 cm de profundidad) se dispusieron dos estaciones de
control, una directamente en el sustrato y otra en el interior de una bolsita preparada en
forma similar a las descritas previamente, con objeto de determinar un posible efecto de
aislamiento térmico. A cada monticulo, en consecuencia, correspondieron seis estaciones
con lo cual se utilizaron un total de 13 termocuplas, incluida la que se destind a registrar la

temperatura del aire (Tabla 4-1).

Tabla 4.1. Ubicacion de las diferentes estaciones de control de la temperatura con sus
cédigos correspondientes.

Estaciones Cddigo
Interior del monticulo sin  Dentro de Circunferencia exterior. 20 cm de profundidad Nsol-B-20E
solarizar las bolsas Circunferencia interior. 20 cm de profundidad Nsol-B-201
Circunferencia interior. 40 cm de profundidad Nsol-B-401
Fuera de las Circunferencia exterior. 20 cm de profundidad Nsol-S-20E
bolsas Circunferencia interior. 20 cm de profundidad Nsol-S-201
Circunferencia interior. 40 cm de profundidad Nsol-S-401
Interior del monticulo Dentro de Circunferencia exterior. 20 cm de profundidad Sol-B-20E
solarizado las bolsas Circunferencia interior. 20 cm de profundidad Sol-B-201
Circunferencia interior. 40 cm de profundidad Sol-B-401
Fuera de las Circunferencia exterior. 20 cm de profundidad Sol-S-20E
bolsas Circunferencia interior. 20 cm de profundidad Sol-S-20I
Circunferencia interior. 40 cm de profundidad Sol-S-401
Temperatura del aire Air

En el experimento efectuado en 2000 no se incluyeron las estaciones colocadas
sobre la circunferencia exterior (Nsol-B20E, Nsol-20E, Sol-B20E y Sol-20E), ya que se decidié
eliminar los tratamientos correspondientes en razon de los resultados obtenidos en 1999.

Con objeto de representar graficamente la variacion de la temperatura durante el
dia se calculd para cada fraccion horaria la temperatura media correspondiente al periodo
completo (7;). Con esos datos se calcularon, para cada estacion, los siguientes parametros:
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temperatura diaria media (75, = (Z,7:)/n, donde n es el niUmero total de fracciones horarias
consideradas en un dia, en este caso 24 * 6 =144), temperatura maxima media diaria ( 7max),
temperatura minima media diaria ( 7in) € intervalo térmico ( 7max = Tmin)-

4.2.1.5. Evaluacion de la viabilidad del inoculo

En cada uno de los periodos de muestreo, las bolsas con el indculo se retiraron de
su estacion y se depositaron en un frigorifico a 4 °C hasta que se realizé la evaluacion. En
el primer experimento el efecto de la solarizacién sobre la supervivencia de los huevos del
nematodo se evalud siguiendo el método de Ehwaeti et al. (1998) para estimacién de la
viabilidad. Las bolsitas que contenian los huevos libres se abrieron, el caolin contenido en
las mismas se lavo sobre un tamiz de 5 um de malla y se recogieron los huevos que
permanecieron retenidos sobre dicho tamiz. Los huevos recogidos se depositaron en una
placa de Petri estéril de 5,5 cm cuyo volumen se completé con ADE y se procedié a su
recuento. Posteriormente los huevos en las placas se incubaron a 25 °C en oscuridad
durante 20 dias, a lo largo de los cuales se renovd el agua de la suspension bajo
microscopio estereoscopico cada tres dias con especial precaucion de no retirar en la
operacién huevos o juveniles que pudieran haber eclosionado. Finalizado el periodo de
incubacion, se procedié a la observacién de cada placa y se realizd el recuento de los
juveniles eclosionados. El nivel de eclosion de los huevos se calculd por el porcentaje del
numero de juveniles presentes al final de la incubacion respecto del total de huevos en
cada placa al comienzo de la incubacion. La viabilidad de los huevos contenidos en las
masas se evalud de forma similar a la descrita en lo que se refiere a la extraccion y la
incubacién. Al finalizar el periodo de incubacién se cont6 el nimero de juveniles
eclosionados y los huevos que quedaron retenidos en las masas sin eclosionar después de
disolver las mismas en solucion diluida de hipoclorito de sodio (ver 3.2.1.2). Para el
calculo del porcentaje de eclosion se considerd el nimero inicial de huevos como la suma
de los juveniles eclosionados mas los huevos retenidos en las masas sin eclosionar al final

del experimento.

En el segundo experimento, la supervivencia de los huevos se evalué mediante un
bioensayo de infectividad en plantas de tomate. A tal fin, el sustrato contenido en cada
una de las bolsas extraidas se retird y se colocd en una maceta troncoconica de arcilla de
500 cm® e inmediatamente después se transplantd a cada una de ellas una plantula de
tomate del cv. Tres Cantos obtenida de forma similar a la descrita para la multiplicacion de
indculo de Meloidogyne spp. (ver 3.2.1.2). Las plantas se mantuvieron en camara de
crecimiento durante 60 dias a 25 °C y al final de ese tiempo se realizd la extraccion y
posterior recuento de los huevos y nematodos contenidos en suelo y raiz mediante las
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técnicas descritas previamente (ver 2.2.2). La poblacion final fue el resultado de la
sumatoria del recuento en suelo mas el de las raices. La poblacion final relativa se calculd
por el porcentaje que representd la poblacion total final en cada unidad muestral respecto
de la correspondiente en la bolsa control que se mantuvo sin enterrar (tiempo de

solarizacion = 0).

4.2.1.6. Analisis estadistico

En ambos experimentos, los datos de porcentaje de eclosion de juveniles,
poblacion final absoluta, y poblacion final relativa se sometieron a analisis de varianza
(ANOVA). Las medias de un mismo tratamiento correspondientes a diferentes tiempos de
exposicion se compararon mediante el contraste de la minima diferencia significativa
protegida de Fisher (LSD) a P = 0,05. Con objeto de normalizar los datos previamente al
analisis estadistico, los valores del nimero de nematodos por planta en el segundo de los
experimentos se transformaron segun la férmula y = logys (x + 1). Asimismo, dentro de
grupos con el mismo tiempo de exposicidn las interacciones entre los distintos tratamientos
se determinaron mediante contrastes ortogonales de un grado de libertad (P = 0,05). En
el experimento del afio 1999 las agrupaciones consideradas para este analisis de las
interacciones se efectuaron en forma secuencial considerando, en ese orden, el efecto de
la posicion en el monticulo, el efecto de la profundidad, el tratamiento propiamente dicho
(solarizado vs. no solarizado) y, por ultimo el tipo de indculo (huevos libres vs. masas). En
el experimento efectuado en el afio 2000 sélo se consideraron las interacciones debidas a
la profundidad y al tratamiento, en ese orden, debido a que la reformulaciéon del diseno
experimental habia eliminado los otros posibles efectos. Con los valores de porcentaje de
eclosidn, poblacion final y poblacion final relativa en los tratamientos no solarizados, se
realizd un analisis de regresidn lineal con el tiempo como variable independiente utilizando
el programa estadistico Statistix (NH Analytical Software, Roseville, MN, EEUU). Los
coeficientes de determinacién (R?) y el patrén de distribucién de residuos respecto de los
valores esperados, se usaron para valorar la adecuacion de los datos al modelo (Campbell
y Madden, 1990). Con los datos de porcentaje de eclosiéon de los tratamientos solarizados
se realizé un analisis de regresion no lineal en funcion del tiempo mediante el programa

PlotIT (Scientific Programming Enterprises Haslett, MI, EEUU).

4.2.2. EFECTO PROTECTOR DE LA MICORRIZACION

Para determinar el efecto protector de las micorrizas contra la infeccion y capacidad
patogénica de nematodos noduladores y lesionadores de raiz en plantones de olivo se
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realizaron dos experimentos. En el primero de ellos se evalud el efecto protector de tres
micorrizas frente a P. vulnus y M. incognita y en el segundo el efecto protector de una
micorriza frente a M. incognitay M. javanica.

4.2.2.1. Inoculo utilizado

En los dos experimentos se emplearon las mismas poblaciones de P. wvuinus, M.
incognita y M. javanica que se habian utilizado en las pruebas de patogenicidad (ver
3.2.3.1). La multiplicacion del indculo, la extraccion y el ajuste de la concentracion se
realizaron de forma similar a la descrita oportunamente (ver 3.2.1.3 para P. wulnusy 3.2.1.1
para Meloidogyne spp.).

4.2.2.2. Material vegetal empleado y método de inoculacion

Los tratamientos incluidos en cada uno de los experimentos resultaron de la
combinacion factorial de las poblaciones de nematodos y las micorrizas empleadas, segun se
detallard mas adelante. En el primer experimento los tratamientos se aplicaron sobre
plantas de ‘Picual’ y ‘Arbequina’, mientras que en el segundo experimento solo se utilizaron
plantas de ‘Picual’, debido a la falta de material micorrizado.

En el primer experimento se emplearon plantones de 45 dias de edad
provenientes de un vivero comercial y obtenidos por micro-propagacion. Las plantas
venian presentadas en contenedores multiples con celdas de 10 cm® conteniendo el
sustrato de enraizamiento (mezcla de turba y fibra de coco en partes iguales) y
presentaban un buen estado general en el momento de su recepcion. Se utilizaron plantas
inoculadas con tres micorrizas diferentes, para las cuales se mantuvo la denominacion
comercial del viverista: micorriza M, constituida exclusivamente por el hongo Glomus
mossae (Nicol y Gerd.) Gerd. y Trappe, micorriza E, Glomus intraradices (Schenck y Smith)
y micorriza C, mezcla de G. intraradicesy Glomus fasciculatum (Thaxter sensu Gerd.) Gerd.
& Trappe. En el segundo experimento se emplearon plantas de ‘Picual’ similares en edad,
estado y presentacién a las empleadas en el primero y sdélo se utilizd la micorriza C.

En los dos experimentos las plantas se transplantaron a raiz desnuda a macetas
troncocdnicas de terracota de 500 cm?, siguiendo el procedimiento descrito para el segundo
experimento de patogenicidad (ver 3.2.3.4). El sustrato empleado fue similar al utilizado en
dicho ensayo vy la inoculacién fue simultanea al transplante, utilizando para la misma 10 ml
de la suspensidon conteniendo el indculo. La densidad de indculo empleada fue de 10.000
nematodos/planta, en el caso de Meloidogyne spp., y de 2.000 nematodos/planta, en el caso
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Fig. 4.2. Metodologia empleada en el estudio del control de nematodos fitoparasitos en viveros de olivo. A)
Desinfestacion de sustratos por solarizacion: A;) Caolin sobre el cual se depositaron los huevos de M. incognita
(Experimento del afio 1999) A;) Vista general del experimento donde se observan los seis monticulos. A;) Vista de los
dispositivos reguladores de la profundidad de enterrado (Experimento del afo 1999) A;) Colocacién de las bolsas en los
monticulos (afio 2000) As) Registro de las temperaturas. B) Primer experimento del efecto protector de las micorrizas:
B,) y B,) Micorrizas sobre raices de olivo Bs) y Bs) a Bg) Plantas de ‘Arbequina’ en la primer experimento del efecto protector de
la micorrizacién (0 = plantas sin micorrizar y sin inocular, 1 = control sin micorrizar inoculada con A. vuinus, 2 = control sin
micorrizar inoculada con M. incognita, 3 = micorriza C sin inocular, 4 = micorriza C inoculada con P. wulnus, 5 = micorriza C
inoculada con M. incognita, 6 = micorriza E, sin inocular, 7 = micorriza E inoculada con P. vuinus, 8 = micorriza E inoculada con
M. incognita, 9 = micorriza M, sin inocular, 10 = micorriza M inoculada con P. wulnusy 11 = micorriza M inoculada con M.
incognita) B.)y Bg) a By,) Plantas de ‘Picual’ en el primer experimento del efecto protector de la micorrizacién C) Efecto de la
enmienda con compost de corcho sobre el crecimiento de plantones de vivero: C;) Vista de los diferentes
tratamientos D) Desinfestacion de sustratos por biofumigacion: D;) Vista general de los tratamientos.
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de P. vulnus. Los tratamientos resultantes en el primer experimento y sus cddigos fueron los
siguientes: 0 (control sin micorrizar y sin inocular), 1 (control sin micorrizar, inoculado con ~.
vulnus), 2 (control sin micorrizar, inoculado con M. incognita), 3 (micorriza C, sin inocular), 4
(micorriza C, inoculado con AP. wuinus), 5 (micorriza C, inoculado con M. incognita), 6
(micorriza E, sin inocular), 7 (micorriza E, inoculado con A. vuinus), 8 (micorriza E, inoculado
con M. incognita), 9 (micorriza M, sin inocular), 10 (micorriza M, inoculado con P. vuinus) y
11 (micorriza M, inoculado con M. /incognita). En el segundo experimento los tratamientos
resultantes y sus cddigos fueron los siguientes: 0 (control sin micorrizar y sin inocular), 1
(control micorrizado, sin inocular), 2 (control sin micorrizar, inoculado con M. incognita), 3
(micorrizado, inoculado con M. incognita), 4 (control sin micorrizar, inoculado con M.
javanica) y 5 (micorrizado, inoculado con M. javanica). El nimero de repeticiones por

tratamiento fue de 10 plantas, en el primer experimento, y de 16 plantas en el segundo.

4.2.2.3. Condiciones de crecimiento de los plantones

Las condiciones de crecimiento de las plantas fueron similares en los dos
experimentos realizados. Con posterioridad a la inoculacidn, las plantas se colocaron en una
camara de crecimiento de ambiente controlado siguiendo un patrén completamente
aleatorizado y se mantuvieron en esa situacién durante 100 dias. El ambiente de la cdmara
se mantuvo en condiciones controladas similares a las que se emplearon para el los
diferentes experimentos relatados en el Capitulo III (ver 3.2.1.1). La programacion de los
riegos y de la aplicacion de solucion nutritiva también fue similar a la empleada en el
segundo experimento de patogenicidad (ver 3.2.3.5), sdlo que en este caso la concentracion
de los diferentes nutrientes en la solucién empleada en la fertirrigacién fue modificada para
atender a las condiciones especiales que ocurren en las plantas micorrizadas (Pérez, 2000):
i.e., se mantuvo la suplementacion con quelatos de hierro y la concentracion en todas las
sales, con excepcidn del fosfato monopotasico, que se redujo cuatro veces. Las plantas se
condujeron a un solo eje, para lo cual se procedid a eliminar los brotes axilares de forma

similar a como se procedio durante el segundo experimento de patogenicidad.

4.2.2.4. Evaluacion del crecimiento de las plantas y de las poblaciones de

nematodos

En los dos experimentos el crecimiento de los plantones de olivo se evalud de forma
similar a la utilizada en el segundo experimento de patogenicidad y empleando los mismos

parametros (ver 3.2.3.6). En esta ocasidn, por tratarse de plantas micropropagadas en las
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cuales no cabia distinguir entre “tronco” y “rama”, solo se consideré un parametro de
crecimiento del diametro caulinar. Asimismo, la evaluacion de las poblaciones de nematodos
en las plantas inoculadas se efectué mediante analisis nematoldgicos de suelo y raiz segun
las técnicas descritas oportunamente. Se adoptaron los mismos parametros empleados en
los experimentos de patogenicidad y la evaluacidon y transformacion de los datos fue
igualmente similar. El analisis estadistico utilizado fue, del mismo modo, similar al que se
habia empleado en el experimento de patogenicidad, tanto para los parametros de

crecimiento como para los parametros poblacionales.

4.2.3. EFECTO DE LA ENMIENDA DEL SUSTRATO CON COMPOST DE
CORCHO SOBRE LA PATOGENICIDAD DE M. INCOGNITA

El potencial del compost de corcho como desinfestante de sustratos infestados con
M. incognita y el efecto de dicha practica sobre el crecimiento de plantones de olivo se

estudid en las condiciones controladas que se relatan a continuacion.

4.2.3.1. Inoculo utilizado

El indculo consistid en la misma poblacién de M. incognita que se habia utilizado en
los experimentos de patogenicidad y en los de proteccion mediante micorrizacion. Los
métodos empleados en la multiplicacion del indculo, la extraccion y el ajuste de la

concentracion fueron similares a los descritos oportunamente (ver 3.2.1.1).

4.2.3.2. Material vegetal empleado y método de inoculacion

En este estudio se emplearon plantones de olivo del cv. Picual de 45 dias de edad
provenientes de un vivero comercial y obtenidos por micropropagacion. El estado y
presentacion de los plantones fueron similares al de los utilizados en el experimento sobre el

efecto protector de la micorrizacion (ver 4.2.2.2).

Como sustrato se utilizaron mezclas de una fraccion de suelo mineral y de una
enmienda organica, en diferentes proporciones. El suelo mineral fue una mezcla esterilizada
de arena fina y limo en proporcion 2:1 v/v, similar a la utilizada en experimentos anteriores.
La enmienda organica fue compost de corcho elaborado en la Escuela Universitaria de
Ingenieria Técnica Agricola de la Universidad de Sevilla. En su elaboracién se emplearon

residuos sin valor comercial provenientes de las primeras etapas del aprovechamiento del
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corcho (Pérez y Pérez, 1996) triturados hasta reducirlos a fracciones inferiores a los 5 mm de
diametro y sometidos a un proceso de compostaje aerdbico normalizado (Haugh, 1993). Las
mezclas de suelo mineral y compost de corcho se realizaron en seis proporciones que
constituyeron los diferentes tratamientos: 0 (control, 0 % de compost y sin infestar), 1 (0 %
de compost, infestado), 2 (25 % de compost, infestado), 3 (50 % de compost, infestado), 4
(75 % de compost, infestado) y 5 (100 % de compost, infestado). En todos los casos, las
proporciones fueron calculadas en volumen y se efectuaron 14 repeticiones por cada

tratamiento.

El transplante se realizd a raiz desnuda siguiendo los procedimientos descritos
anteriormente (ver 3.2.3.3), y se emplearon macetas de arcilla de 500 cm®. La inoculacién
fue simultanea al transplante y en la misma se agregaron a cada planta 10 ml de suspensién

conteniendo 10.000 huevos y juveniles de M. incognita.

4.2.3.3. Condiciones controladas de crecimiento de los plantones

Los plantones se colocaron en una camara de crecimiento de plantas de ambiente
controlado, donde se dispusieron siguiendo un disefio en bloques completamente
aleatorizados. El experimento se mantuvo durante 60 dias y el control del ambiente, y la
programacion del riego y la fertilizacion se hicieron de forma similar a la adoptada en el

segundo experimento de patogenicidad.

4.2.3.4. Evaluacion del crecimiento de las plantas y de la poblacion de

nematodos

El crecimiento de la planta y la evolucion de la poblacion de M. incognita se
evaluaron con los mismos parametros y procedimientos empleados en experimentos sobre el
efecto protector de la micorrizacion. (ver 4.2.2.4). La poblacion relativa final se calculé como
porcentaje de la poblacién final en cada tratamiento respecto de la poblacién final en el

control infestado que no contenia enmienda de corcho.

4.2.3.5. Analisis estadistico

Los parametros de crecimiento se sometieron a ANOVA y las medias se compararon
mediante el contraste de la minima diferencia significativa protegida de Fisher (LSD) y
contrastes ortogonales de un grado de libertad (P = 0,05). El mismo procedimiento se
empled para analizar los valores de la poblacion final por planta y de la poblacion relativa

final. En este caso, y con objeto de normalizar los datos, previamente al analisis estadistico
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los datos se transformaron segun la formula y = log;o (x + 1). Con los valores de poblacion
final relativa se realizd un analisis de regresién no lineal en funcién del porcentaje de
compost afiadido, mediante el programa PlotIT (Scientific Programming Enterprses Haslett,
MI, EEUU).

4.2.4. EFECTO DE LA BIOFUMIGACION

El experimento que se describe a continuacion fue efectuado con objeto de
determinar el efecto desinfestante de la biofumigacion con paja de sorgo en sustratos de uso

viveristico.

4.2.4.1. Inoculo utilizado

Se empled la misma poblacidon de M. incognita utilizada en todos los experimentos
previos descritos en este capitulo y el precedente. También se procedié de manera similar

para la multiplicacion del indculo, su extraccion y el ajuste de la concentracion.

4.2.4.2. Preparacion de los sustratos

Los sustratos empleados en el presente experimento se prepararon afiadiendo paja
verde de sorgo o pasto del Sudan (Sorghum sudanense (Piper) Stapf cv. Piper) picada en
trozos de longitud no superior a 2 cm, a una mezcla estéril de arena fina y limo preparada
segln los procedimientos descritos anteriormente. La paja verde de sorgo se afadio en dos
proporciones diferentes, 2 y 4 % p/p, calculadas en base al peso seco. Se dispuso de un

control de sustrato sin adicion de paja.

4.2.4.3. Preparacion de las bolsas

El efecto de los tratamientos sobre la poblacién del nematodo se evalud sobre una
fraccion del sustrato correspondiente contenida en una bolsa de tela de malla fina. Estas
bolsas se prepararon de forma similar a la descrita para el segundo experimento de
solarizacion y cada una recibié 10.000 huevos + juveniles de M. incognita (ver 4.2.1.3). El
cierre de las bolsas fue asegurado con una cuerda de material plastico y de la misma se dejé
libre un segmento de aproximadamente 20 cm de cuyo extremo se atd una etiqueta de

plastico que facilitara la identificacion y extraccion de las bolsas (Fig. 4.4).
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4.2.4.4. Disposicion de los tratamientos y parametros evaluados

Las bolsas con indculo y sustrato se dispusieron en bandejas de plastico de seccién
cuadrangular de 55 x 40 cm y 18 cm de profundidad. En cada una de las bandejas se
colocaron cuatro bolsas, cada una de ellas correspondientes a las cuatro fechas de muestreo
(5, 15, 30 y 60 dias después de la infestacion con M. incognita). Una bolsa suplementaria
por cada bandeja se dejo sin enterrar representando un muestreo a tiempo 0. Una vez
colocadas las bolsas sobre las bandejas se procedid a cubrirlas con el sustrato
correspondiente a cada tratamiento hasta una altura de 15 cm. Sobre cada una de las
diferentes concentraciones de paja de sorgo en el sustrato se estudiaron dos alternativas de
manejo que fueron sellar con una cobertura de plastico opaco de 200 galgas cerrada
herméticamente con cinta de embalaje y mantener sin sellado. De esta forma, se
establecieron los siguientes tratamientos: 1 (control, sin enmienda y con cobertura plastica),
2 (control, sin enmienda y sin cobertura plastica), 3 (2 % de enmienda, con paja de sorgo
con cobertura plastica), 4 (2 % de enmienda, con paja de sorgo sin cobertura plastica), 5 (4
% de enmienda, con paja de sorgo con cobertura plastica) y 6 (4 % de enmienda, con paja
de sorgo sin cobertura plastica). Se efectuaron tres repeticiones por cada tratamiento, de tal
forma que la cantidad total de bandejas fue de 18. Las bandejas se distribuyeron seglin un
disefio completamente aleatorizado, en una camara de crecimiento de plantas con

temperatura controlada a 25 °C donde se mantuvieron hasta el final del experimento.

En cada fecha de muestreo, las bolsas extraidas se depositaron en una camara fria
a 4 °C hasta completar todas las fechas de muestreo. Finalizados los muestreos, se evalud
la viabilidad del in6culo mediante un bioensayo en plantas de tomate similar al efectuado en
el segundo experimento de solarizacidn que tuvo en consideracion parametros similares (ver
4.2.1.5). La poblacion final relativa se calculd para cada tiempo de exposicidn al tratamiento

en referencia al tiempo 0.

4.2.4.5. Analisis estadistico

El experimento se analizd6 de forma similar al experimento de solarizacion. Las
medias correspondientes a un mismo tratamiento, pero con diferente tiempo de exposicién
al mismo, fueron comparadas entre si por el método de la minima diferencia significativa
protegida de Fisher (LSD) a P = 0,05, mientras que los contrastes ortogonales de un grado
de libertad (P = 0,05) se utilizaron para analizar el efecto de los tratamientos sobre las
medias correspondientes a un mismo tiempo de exposicion. Las interacciones se evaluaron
de forma secuencial, considerando en primera lugar el efecto del sellado con plastico y
posteriormente el efecto de la concentracion de la paja de sorgo en la mezcla.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. EFECTO DE LA SOLARIZACION: ANO 1999

4.3.1.1. Variacion diaria de las temperaturas

En el experimento realizado en el afio 1999 la temperatura del aire registré una
media diaria de 28,6 °C y oscilé entre una minima media de 19,8 °C y una maxima media de
36,7 °C (Fig. 4.5, izq., Tabla 4-2). En el interior del monticulo sin solarizar, la temperatura
registrada a lo largo del dia superd a la del aire, excepto durante el intervalo situado
aproximadamente entre las 12:00 y las 19:00. A su vez, en todos los tratamientos las
temperaturas medias diarias registradas dentro del monticulo superaron a las del aire. La
amplitud de los intervalos térmicos registrados en el interior del monticulo sin solarizar fue
menor que la verificada en la temperatura del aire. A su vez el intervalo de las temperaturas
en las diferentes estaciones dentro del monticulo dependié de la profundidad de enterrado
de las bolsas: las estaciones situadas a 40 cm registraron un intervalo de variacion térmica
menor que el alcanzado en las situadas a 20 cm. La variacion de la temperatura en el
interior de las bolsitas en cada estacion resultd6 muy similar a la registrada en su
correspondiente estacion del suelo.

Las curvas de variacion de la temperatura en las estaciones situadas a 20 cm de
profundidad mostraron un Unico ciclo diario, mientras que las estaciones situadas a 40 cm de
profanidad mostraron dos ciclos diarios, con dos minimos y dos maximos. El ciclo diario en el
interior del monticulo mostrd un desplazamiento respecto al de la temperatura del aire: la
maxima temperatura del aire se registrd a las 16:30, mientras que en las estaciones situadas a
20 cm de profundidad las maximas temperaturas se registraron entre las 17:00 y las 17:30,
respectivamente. Una tendencia similar se observd en las minimas que se registraron a las
5:30, para la temperatura del aire, y entre las 5:40 y las 5:50, en las estaciones mencionadas.

En el interior del monticulo solarizado las temperaturas fueron, en todo momento del
dia, superiores a las del aire (Fig. 4.5, der.). Por otra parte, las medias diarias en las
estaciones situadas dentro del monticulo solarizado superaron en todos los casos en mas de 8
oC a la temperatura media del aire. La estacion situada en el interior de la bolsita en la
circunferencia interior a 20 cm de profundidad fue la que registré la mayor temperatura
maxima media diaria (47,35 °C, Tabla 4.2). En el interior del monticulo las temperaturas
maximas se alcanzaron con un leve retraso temporal respecto a la temperatura maxima del
aire en las estaciones situadas a 20 cm de profundidad (maximas registradas entre las 16:40 y
las 18:00) y con un retraso mas acentuado en las estaciones situadas a 40 cm de profundidad
(maximas registradas entre las 21:40 y las 22:10). Practicamente no existié retraso, en
cambio, entre la hora en que se registraron las temperaturas minimas del aire y las
temperaturas minimas en el interior del monticulo (todas verificadas entre las 5:40 y las 6:00).
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Tabla 4.2. Parametros térmicos registrados en las estaciones correspondientes a los
diferentes tratamientos en la prueba de solarizacion llevada a cabo en 1999°,

Estacién Teid — Tma R . Intervalo
Valor Hora de registro ~ Valor Hora de registro térmico
Air 28,6 36,7 16:30 19,8 5:30 16,9
Nsol-B-20E 32,9 35,4 17:00 30,2 5:40 5,2
Nsol-B-20I 32,0 35,6 17:10 28,5 5:50 7,1
Nsol-B-401I 32,4 33,3 10:00 31,4 5:40 19
Nsol-S-20E 32,9 34,7 17:10 30,7 5:40 4,0
Nsol-S-201 32,0 34,4 17:30 29,4 5:50 49
Nsol-S-401 32,5 33,8 10:00 31,6 19:10 2,2
Sol-B-20E 37,6 41,7 17:10 34,0 5:50 7,8
Sol-B-201 39,2 47,4 16:40 32,4 5:50 15,0
Sol-B-401 37,5 38,3 22:10 36,5 5:40 1,8
Sol-S-20E 37,5 41,7 18:00 33,9 5:50 7,8
Sol-S-201 38,8 45,6 17:30 33,4 6:00 12,3
Sol-S-401 37,6 39,1 21:40 36,4 5:40 2,6

2 Las temperaturas se registraron con sensores térmicos de termopar conectados a una estacion portatil de registro continuo.
Los parametros se calcularon en base a una serie de datos constituida por el promedio de las temperaturas registradas
diariamente en cada fraccién horaria de 10 m durante todo el experimento. ® Temperatura diaria media (74 = (Z.75)/n, donde
n es el nimero total de fracciones horarias consideradas en un dia, en este caso 24 * 6 =144), “Temperatura maxima media
diaria. ¢ Temperatura minima media diaria. © Tpax - Tmin-

50 50
40 40 Z -
30 [—— :;\ 30 ~
10 Monticulo sin solarizar 10 Monticulo solarizado

0 T T T T T T 0 T T T T T T

Temperatura media diaria (°C)

0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 0:00 0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 0:00

Hora Hora

Suelo- 20 cm. prof.- interior Suelo - 20 cm. prof.-interior Suelo- 20 cm. prof.- exterior

Temp. Aire
Bolsa - 20 cm. prof.- interior

Bolsa - 40 cm. prof.-interior === Bolsa - 20 cm. prof.- exterior

Fig. 4.5. Evolucion diaria de las temperaturas registradas en 1999 en el interior del
monticulo sin solarizar (izg.) y en el interior del monticulo solarizado (der.).

4.3.1.2. Evaluacion de la viabilidad del inoculo

En todos los casos, y con independencia del tratamiento de que se tratase, la
viabilidad del indculo expresada como porcentaje de eclosién de huevos se redujo en forma
proporcional al tiempo de exposicion (Tabla 4.3). Del mismo modo en todos los casos, con
excepcion del tratamiento Nsol-40I sobre huevos libres, el porcentaje de eclosion de huevos
resultd significativamente inferior al inicial (P < 0,05) desde la primera fecha de muestreo (6
dias, para los huevos libres y 10 dias para las masas de huevos). Los controles sin solarizar
mostraron una tasa constante de reduccion de la viabilidad a través del tiempo ya que en las
lecturas posteriores a partir de esa segunda fecha de evaluacién mostraron porcentajes de
eclosion significativamente mas bajos hasta la fecha del Ultimo registro. Los tratamientos
solarizados, en cambio, mostraron un descenso brusco en la eclosién que en todos los casos
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determind porcentajes de eclosion inferiores al 5 % en la segunda fecha de lectura. Estos
tratamientos solarizados no mostraron en ningun caso diferencias significativas entre el
registro efectuado en la segunda fecha de evaluacion y los realizados en fechas posteriores.

Tabla 4.3. Efecto del tiempo de exposicidn a la solarizacion sobre la eclosion de huevos de
M. incognita. Experimento del afio 19997

) o, ) Eclosién de huevos para cada fecha de muestreo (%)°
Tipo de inéculo Tratamiento N©

0 dias 6 dias 10 dias 17 dias 21 dias
Huevos libres Nsol20E 1 54,9 ¢ 40,2 b 319¢c 28,4 c 20,1d
Nsol201 2 55,5 42,1b 33,7c 29,7 c 18,1d
Nsol401 3 53,7 47,7 ab 459 b 42,4 bc 36,0 c
Sol20E 4 48,8 1,2 b 04 b 03 b 06 b
Sol201 5 50,5 08 b 1,1 b 04 b 0,7 b
Sol401 6 47,2 38 b 24 b 1,0 b 06 b
Masa de huevos Nsol20E 7 57,3 - 38,1 - 28,4 c
Nsol201 8 59,2 - 40,4 - 27,1c
Nsol401 9 57,7 - 47,0 - 373c
Sol20E 10 57,2 - 2,2 - 1,3b
Sol201 11 55,8 - 2,5 - 1,4b
Sol401 12 58,8 - 3,2 - 1,5b
Contrastes ortogonales®
Posicion 1lvs. 2 ns 0.0144 ns ns ns
4vs 5 ns ns ns ns ns
7vs 8 ns - ns - ns
10 vs. 11 ns - ns - ns
Profundidad 1vs3 ns <0.0000 S - -
2vs3 ns <0.0000 - - -
(1-2) vs. 3 ns - <0.0000 <0.0000 <0.0000
(4-5) vs. 6 ns 0.0005 ns ns ns
(7-8) v5. 9 ns - 0.0004 - <0.0000
(10-11) vs. 12 ns - ns - ns
Tratamiento 1 vs. (4-5) ns <0.0000 - - -
2 vs. (4-5) ns <0.0000 - - -
(1-2) vs. (4-5-6) ns - <0.0000 <0.0000 <0.0000
3vs6 ns <0.0000 - - -
3 vs. (4-5-6) ns - <0.0000 <0.0000 <0.0000
(7-8) vs. (10-11-12) ns - <0.0000 - <0.0000
9 vs. (10-11-12) ns - <0.0000 - <0.0000
Tipo de indculo (1-2) vs. (7-8) ns - <0.0000 - <0.0000
3vs.9 ns - ns - ns
(4-5-6) vs. (10-11-12) ns - ns - ns

2 Los datos son la media de seis repeticiones por tratamiento. El andlisis nematoldgico se efectué sobre muestras de 10 cm®
contenidas en bolsitas de nylon de 5 pm de luz de malla situadas en el interior de monticulos de sustrato viveristico. "Porcentaje
de J, eclosionados durante 20 dias de incubacion a 25 °C en oscuridad sobre el total de huevos presentes en cada bolsita. ©Las
medias en una misma fila seguidas por la misma letra no difieren significativamente (P = 0,05) segun el contraste de la minima
diferencia significativa (LSD) protegida de Fisher.  Dato no registrado. © Probabilidad estimada para el estadistico #del contraste
lineal de un sélo grado de libertad; ns =no significativo (P > 0,05). " Interaccién no considerada

El andlisis de la varianza mostré6 que en el inicio del experimento no hubo
diferencias significativas (P > 0,05) entre la proporcion de huevos eclosionados en el indculo
sometido a los diferentes tratamientos (fecha de muestreo 0). En cambio, los tratamientos
influyeron significativamente (P < 0,001) sobre la proporcion de huevos eclosionados en las
otras cuatro fechas consideradas. La posicion interior o exterior de la muestra en el
monticulo (evaluada mediante los siguientes contrastes ortogonales de tratamiento: 1 vs. 2,
4 vs.5 7 vs. 8y 10 vs. 11) no tuvo efecto significativo (P > 0,05), con excepcion de los
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registros efectuados en los controles sin solarizar sobre huevos libres en los muestreos a los
6 dias: en este caso particular el porcentaje de eclosién determinado por la presencia de J,
fue significativamente superior (P < 0,05) en la muestra extraida de la estacion interior
(Nsol-20I) respecto a la exterior (Nsol-20E) (Tabla 4.3).

El andlisis de regresion lineal sobre el tiempo de tratamiento del porcentaje de
huevos eclosionados en las bolsas no solarizadas situadas a 20 cm de profundidad mostré un
ajuste apropiado con coeficientes de determinacion (R2) superiores al 85 % en todos los
casos y presentd un patron de residuos al azar (Fig. 4.6). En cambio, en las bolsas
sometidas a solarizacién el porcentaje de eclosion de huevos en ningln caso se ajustd
adecuadamente a un modelo linear. La comparacion entre los coeficientes de las curvas de
regresion correspondientes a tratamientos situados a la misma profundidad pero en diferente
posicion del monticulo indica que, considerando el periodo completo del experimento, el
efecto de la posicidon no fue significativo (P > 0,05).

60% 60%

° y1=-1,63x+ 53,42 y1=-1,52x + 58,02
R = 0,895 R =0.948

40% - 40% -

P(A) = 0,548
P(A) = 0,598 P(B) = 0,449
20% P(B) = 0,615 20%

Ve =-1,37x+ 5542

Porcentaje de eclosion de J,

yE =-1,52x+ 51,55 R? =0,930
R =0,920
0% ‘ ‘ . . 0% : ‘ ‘ .
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Tiempo de exposicion (dias) Tiempo de exposicidn (dias)
‘oNsoI-ZOI-huevos @ Nsol-20E-huevos ‘ ‘A Nsol-20-I-Masas a Nsol-20-E-Masas ‘

Fig. 4.6. Regresion lineal del porcentaje de eclosion de M. incognita determinado por la
presencia de J, en funcion del tiempo de exposicidon a los tratamientos de solarizacién (Aho 1999):
efecto de la posicion en el monticulo de bolsas con huevos libres (izq.) y con masas de huevos (der.).
En cada regresion se indica la probabilidad del estadistico “F’ para la comparacion de las pendientes
de las rectas (P (A)) y para la comparacion de las ordenadas en el origen (P (B)).

Los contrastes ortogonales efectuados con posterioridad a los realizados para
determinar el efecto de la posicién de las bolsitas se hicieron considerando los tratamientos
Nsol-20I y Nsol-20E en forma conjunta, exceptuando las situaciones concretas en que se
habia observado que ese efecto era significativo (Nsol-20E y Nsol-20I para huevos libres en
los muestreos realizados a los 6 dias de la inoculacién) (Tabla 4.3). En los tratamientos
controles sin solarizar, la posicion en profundidad de las bolsitas tuvo un efecto significativo
para todos los muestreos considerados a partir de los 6 dias de exposicién. Asimismo, en los
controles no solarizados y en las muestras sometidas a 6 dias de exposicion, la ubicacion de
las bolsas a 40 cm en el interior del monticulo (Nsol-40I) determind sobre huevos libres un
porcentaje de eclosion significativamente mas alto (P < 0,05) que cuando aquéllas se
ubicaron a 20 cm de profundidad en la region interior o exterior del monticulo (Nsol-20I y
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Nsol-20E). A su vez cuando los tiempos de exposicion fueron de 10, 17 y 21 dias, el
porcentaje de eclosién de huevos libres fue significativamente mas alto (P < 0,05) en los
tratamientos colocados a 40 cm que en los colocados a 20 cm de profundidad. El porcentaje
de eclosion a partir de masas de huevos en los tratamientos sin solarizar fue
significativamente mas alto (P < 0,05) cuando la muestra habia estado situada a 40 cm de
profundidad que cuando habia estado a 20 cm, para tiempos de exposicion de 10 y 21 dias.
Comparativamente, la solarizacién determind que el efecto de la profundidad no fuese
significativo (P > 0,05) para ninguno de los contrastes y en ninguna de las fechas
consideradas, exceptuando cuando se compard el efecto del enterrado a 20 cm con el de 40
cm (contraste (4-5) vs. 6) en el muestreo efectuado a los 6 dias. En este caso el porcentaje
de eclosion de huevos en las muestras solarizadas ubicadas a 40 cm en el interior (Sol-40I)
fue significativamente mas alto (P < 0,05) que en aquellas tratadas de forma similar pero
ubicadas a 20 cm de profundidad (Sol-20I y Sol-20E).

La comparacién de las pendientes y las ordenadas en el origen de las rectas de
regresion correspondientes a tratamientos situados a diferente profundidad dentro de los
monticulos nos muestran que, si consideramos el periodo completo del experimento, la
profundidad de enterrado de las muestras tuvo efecto significativo (Fig. 4.7): la tasa de
reduccion de la eclosion fue significativamente inferior en los tratamientos situados a 20 cm
de profundidad con respecto a los situados a 40 cm, independientemente del tipo de indculo.

60% 60%
-~ V40 am = -0,76x + 53,38 ¥ 40 cm = -0,97x + 57,34
o R = 0,758 R =0,919
°
c
% 40% | 40% 1 Y
3 P(A) = 0,002
° P(A) < 0,001 P(B) = 0,005
© P(B) < 0,001
o 20% - 20% -
[
:]E; Y20 cm = -1,58x + 52,48 ¥20 cm = -1,45x + 56,72
o R = 0,907 R =0,936
& 0% ‘ ; ‘ ‘ 0% : : : :
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
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Fig. 4.7. Regresion lineal del porcentaje de eclosion de M. incognita determinado por la
presencia de J, en funcion del tiempo de exposicidén a los tratamientos de solarizacién (Ao 1999):
efecto de la profundidad en el monticulo sobre viabilidad en huevos libres (izq.) y en masas de huevos
(der.). En cada regresion se indica la probabilidad del estadistico “F’ para la comparacion de las
pendientes de las rectas (P (A)) y para la comparacion de las ordenadas en el origen (P (B)).

Habiéndose comprobado que la profundidad en los tratamientos solarizados sélo
presentaba un efecto significativo en el muestreo efectuado a los 6 dias sobre huevos libres,
para el resto de las combinaciones de posicidn, profundidad y fecha de muestreo estos
tratamientos fueron en adelante considerados en forma conjunta. Todos los contrastes
realizados para determinar el efecto de la solarizacién (1 vs. 4-5, 2 vs. 4-5, 1-2 vs. 4-5-6, 3 vs.
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6, 3 vs. 4-5-6, 7-8 vs. 10-11-12 y 9 vs. 10-11-12) indicaron que ésta influyd significativamente
en todas las combinaciones posibles de posicidn, profundidad y fecha de muestreo (Tabla 4.3).
En todos los casos, la solarizacién determind una reduccién significativa (P < 0,05) de la
eclosion respecto al testigo.

El tipo de indculo tuvo una influencia significativa sélo en el caso de las estaciones
de control sin solarizar situadas a 20 cm de profundidad. En este caso, el porcentaje de
eclosion de los huevos contenidos en las masas fue significativamente superior (P < 0,05) al
que mostraron los huevos libres para las dos fechas de muestreo consideradas a partir del
comienzo del experimento (Tabla 4.3). El tipo de indculo no incidié significativamente (P >
0,05) sobre los resultados en los tratamientos de solarizacion ni en el control sin solarizar
ubicado a 40 cm de profundidad. La comparacién de las rectas de regresion lineal
correspondientes a los dos tipos de indculo utilizados (huevos libres y masas de huevos)
dentro de los tratamientos control sin solarizar muestran que este factor no influyd
significativamente para las estaciones situadas a 40 cm de profundidad y que lo hizo sélo
parcialmente para las estaciones situadas a 20 cm: la ordenada al origen correspondiente a
la recta de regresiébn de las masas de huevos fue significativamente mayor que la
correspondiente a la de huevos libres (P < 0,05), mientras que las pendientes de ambas

rectas no presentaron diferencias significativas entre si (P> 0,05) (Fig. 4.8).
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Fig. 4.8. Regresion lineal del porcentaje de eclosion de M. incognita determinado por la
presencia de J, en funcidn del tiempo de exposicion a los tratamientos de solarizacion (Afio 1999):
efecto del tipo de indculo sobre la viabilidad a 20 cm de profundidad (izq.) y a 40 cm de profundidad
(der.). En cada regresion se indica la probabilidad del estadistico “F’ para la comparacion de las
pendientes de las rectas (P (A)) y para la comparacion de las ordenadas en el origen (P (B)).

La comparacion de las rectas de regresion obtenidas para los controles sin solarizar,
por una parte, y los contrastes ortogonales obtenidos en los tratamientos solarizados
permitieron excluir del analisis el efecto de la posicion en el monticulo y el efecto de la

fuente del indculo. Por este motivo, ambos factores no fueron incluidos en el disefio
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experimental del estudio de solarizacion efectuada en el afio 2000. Esta simplificacién nos
permite, por otra parte, presentar los resultados de la prueba del afio 1999 considerando
cuatro efectos o tratamientos de caracter principal que resultan de combinar los
considerados originalmente en el disefio experimental: Nsol-20cm, Nsol-40 cm, Sol-20 cm y
Sol-40cm (Fig. 4.9). Los tratamientos que incluyeron solarizacion permitieron calcular con
ajustes adecuados (R* = 0,850, para Sol-40, y R = 0,701, para Sol-20) ecuaciones
exponenciales para la expresion del porcentaje de eclosién en funcién del tiempo de

exposicion al tratamiento.
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Fig. 4.9. Efecto del tratamiento (control vs. solarizado) y la profundidad (20 cm vs. 40 cm)
sobre la supervivencia del inéculo de M. incognita en el interior de monticulos de sustratos
viveristicos sometidos a solarizacion.

4.3.2. EFECTO DE LA SOLARIZACION: ANO 2000

4.3.2.1. Variacion diaria de las temperaturas

En el experimento del afio 2000 la variacion de la temperatura fue bastante similar
a la observada en el afio 1999. La temperatura del aire registré una media diaria de 28,6 °C
y varié entre un minimo de 19,2 °C y un maximo de 37,2 °C (Tabla 4.4). La temperatura
registrada en el interior del monticulo no solarizado fue superior a la del aire durante todo el
dia, con excepcion del intervalo situado aproximadamente entre las 11:00 y las 18:30 (Fig.
4-6, izq.). A su vez, la temperatura media registrada en el interior del monticulo no
solarizado fue, en todos los casos, superior a la del aire. El intervalo térmico mas amplio
(18,0 °C) se verificd para la temperatura del aire. Las estaciones situadas en el interior de
los monticulos no solarizado registraron amplitudes térmicas mucho mas pequefas (entre
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1,9 °C y 3,0 °C). En las estaciones situadas a 20 cm de profundidad las temperaturas
minimas y maximas se alcanzaron con un cierto retraso respecto a la temperatura del aire
que fue mas acentuado que el registrado en el afio 1999. La variacidon de la temperatura en
las estaciones situadas a 40 cm de profundidad volvid a mostrar dos ciclos diarios y un
desplazamiento muy marcado en la ocurrencia de las temperaturas extremas.

Tabla 4.4. Parametros térmicos registrados en las estaciones correspondientes a los
diferentes tratamientos en la prueba de solarizacion llevada a cabo en 2000°.

10 b Tmaxc 7—mind Intervalo

Estacion Taa Valor  Horaderegistro  Valor  Hora de registro térmico®
Air 28,6 37,2 15:20 19,2 5:20 18,0
Nsol-B-201 31,7 32,7 18:00 30,8 10:30 1,9
Nsol-B-401I 32,3 33,4 8:00 31,2 19:50 2,2
Nsol-S-201 31,7 33,4 17:40 30,4 5:40 3,0
Nsol-S-401 32,2 33,2 9:50 31,0 19:50 2,2
Sol-B-201 41,4 48,2 18:10 35,8 8:20 12,4
Sol-B-401 39,1 40,3 7:10 37,8 19:30 2,5
Sol-S-201 42,0 47,2 18:20 37,5 10:30 9,7
Sol-S-401 39,7 40,9 23:00 38,5 13:10 2,4

?Las temperaturas se registraron con sensores térmicos de termopar conectados a una estacion portatil de registro continuo.
Los parametros se calcularon en base a una serie de datos constituida por el promedio de las temperaturas registradas
diariamente en cada fraccidn horaria de 10 m durante todo el experimento. "Temperatura diaria media ( 7. = (Z.75)/1, donde n
es el nimero total de fracciones horarias consideradas en un dia, en este caso 24 * 6 =144), “Temperatura maxima media
diaria. “Temperatura minima media diaria. ©7max = Tmin-

) 50 50
<
o 40 40 —
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Fig. 4.10. Evolucion diaria de las temperaturas registradas en el afio 2000 en el interior del
monticulo sin solarizar (izg.) y en el interior del monticulo solarizado (der.).

En el interior del monticulo solarizado, la temperatura fue nuevamente superior a la
del aire durante todo el dia (Fig. 4.10, der.). Al igual que ocurrié en el afio 1999, la
temperatura media diaria registrada en el interior del monticulo solarizado superé en mas de
8 °C a las del aire. La maxima temperatura media diaria (42,0 °C) se alcanzo en la estacion
situada en el interior a 20 cm de profundidad fuera de la bolsita (Sol-S-201I), mientras que la
temperatura maxima media mas elevada (48,2 °C) se produjo en la misma posicidén pero en
el interior de la bolsita (Sol-B-20I). El intervalo de variaciéon de la temperatura del suelo en
el monticulo solarizado fue inferior al de la temperatura del aire, pero superior al la de la
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temperatura del monticulo no solarizado. Nuevamente, como en el afo 1999, los intervalos
térmicos fueron mas bajos a 40 cm que a 20 cm. El desplazamiento de la temperatura
maxima con respecto a la temperatura del aire no fue, en ningln caso, inferior a las 2:30
horas y otro tanto ocurrié con la temperatura minima.

4.3.2.2. Evaluacion de la viabilidad del inoculo

De forma similar a lo que sucedid en el primer experimento de solarizacion en 1999,
en el experimento del 2000 la viabilidad del indculo, estimada indirectamente a través de la
reproduccion del nematodo en el bioensayo en plantas de tomate, disminuyé a medida que
aumentd el tiempo de exposicion a los tratamientos (Tabla 4.5). Nuevamente pudo
comprobarse que el descenso en la viabilidad era mucho mas pronunciado en los

tratamientos sometidos a solarizacion.

Tabla 4.5. Parametros poblacionales de M. incognita obtenidos en el bioensayo efectuado
con las muestras extraidas en la prueba de supervivencia del indculo a la solarizacion (Ano 2000)?

Poblacion final (n°® de nematodos/planta) Poblacién final relativa (%)"

Tratamiento N©°

0 dias 6 dias 10dias 17 dias 22 dias 6dias 10dias 17 dias 22 dias

Nsol201 1 78.313,3a 66.656,3a  34.839,7b 21.159,7c 14.046,0d 85,1a° 44,5b 27,1c 17,9c
Nsol401 2 86.072,0a 64.757,3ab  46.592,7b 32.578,0c 26.642,3c 75,2a 54,1b 37,9bc 31,0c
Sol20I 3 59.909,0a 106,3b 233,7bc 42,7bc 94,0c 0,2a 0,4a 0,1a 0,2a
Sol40I 4 63.051,0a 91,0b 23,0bc 1318,0bc  57,0c 0,2a 0,1a 2,2a 0,1a
Contrastes ortogonales®
1vs. 2 ns? ns ns ns ns ns 0,0466 0,0463  0,0018
3vs. 4 ns ns 0,0024 0,0377 ns ns ns 0,6764 ns
(1-2) vs. (3-4) ns <0,0001 - - <0,0001 <0,0001 - - -
(1-2) vs. 3 ns -€ <0,0001  <0,0001 - - - - -
(1-2) vs. 4 ns - <0,0001 0,0006 - - - - -
1vs. (3-4) ns - - - - - <0,0001 0,0003 0,0002
2vs. (3-4) ns - - - - - <0,0001 <0,0001 <0,0001

2Los datos son la media de seis repeticiones por tratamiento. El analisis nematoldgico se efectud sobre plantas de tomate que
servian como bioensayo del efecto de los tratamientos. Las plantas crecieron en macetas que contenian 500 cm?® del sustrato
sometido al tratamiento en el interior de bolsas de nyon de malla fina colocadas en el interior de los monticulos. °Pfr = [(N©
total de nematodos/planta), / (N° de total nematodos/planta),] * 100, donde (N° de total nematodos/planta), = numero total
de nematodos por planta en la muestra correspondiente al tiempo de exposicion xy (N° total de nematodos/planta), = numero
total de nematodos por planta en la muestra correspondiente al tiempo 0. ©Las medias en una fila seguidas por la misma letra
no difieren significativamente (P = 0,05) seguin el contraste de la minima diferencia significativa (LSD) protegida de Fisher. ns =no
significativo (P > 0,05). ¢ Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sélo grado de libertad; ns =no
significativo (P > 0,05).°Interaccion no considerada.

El analisis de la varianza mostrd que al inicio del experimento el potencial infectivo
de los huevos fue similar en cada uno de los tratamientos (P = 0,140). En los controles no
solarizados la profundidad a que se enterraron las bolsas que contenian los huevos no incidié
significativamente sobre la poblacion final de nematodos por planta en el bioensayo (P <
0,05). Sin embargo, tras 10 dias de solarizacion la infectividad de las muestras colocadas a
20 cm indicada por la poblacion final de nematodos en el bioensayo fue significativamente
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mayor (P < 0,05) que la correspondiente a las muestras colocadas a 40 cm (Tabla 4.5).
Asimismo, el efecto de la profundidad de enterrado de la muestra resultdé también
significativo tras 17 de solarizacién, aunque en este caso la maxima infectividad correspondio
a las muestras ubicadas a 40 cm en el interior del monticulo. En adelante, por tanto, para el
analisis se considerd a las dos profundidades en forma independiente. La profundidad de
enterrado del sustrato con los huevos incidid significativamente sobre la infectividad de éstos
indicada por la poblacion final relativa media que se alcanzd en todos los muestreos
realizados a partir de los 10 dias de comenzado el experimento y hasta el final del mismo.
Este parametro fue significativamente mayor (P < 0,05) en las muestras obtenidas en las
estaciones situadas a 40 cm comparado con el obtenido en las muestras a 20 cm a los 10,
17 y 22 dias. Sin embargo, la comparacidon de las rectas de regresion (Fig. 4.10) muestra
que, considerando el periodo completo de desarrollo del experimento, la profundidad de
enterrado no afectd significativamente la tendencia de disminucidon de infectividad en el
tiempo, i.e., los valores de poblacion final relativa en las muestras controles (P = 0,183, para
la comparacion de las pendientes de las rectas de regresion y P = 0,327, para la
comparacion de sus ordenadas en el origen). La poblacién final absoluta se vio afectada
solo en forma parcial, ya que la comparacion de las rectas de regresidon presenta valores
significativos para la comparacién de las ordenadas al origen (P = 0,036) y no significativos
para la comparacion de las pendientes (P = 0,427).
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Fig. 4.10. Efecto de la profundidad de enterrado de M. incognita en monticulos no
solarizados sobre su infectividad en tomate indicada por la poblacidon del nematodo alacanzada en el
bioensayo (Ao 2000): Regresidn lineal sobre el tiempo de la poblacién final relativa (der.). Se indica
en cada uno de los graficos la probabilidad del estadistico “F’ para la comparacion de las pendientes
de las rectas (P (A)) y para la comparacién de las ordenadas en el origen (P (B)).

El efecto de la solarizacion sobre los dos parametros considerados resultd
significativo en todos los contrastes analizados y para todas las fechas de muestreo a partir
de los 6 dias del comienzo del experimento. En todos los casos, las poblaciones medias
finales absoluta y relativa correspondientes al tratamiento solarizado, i.e., la infectividad de
los huevos tras la solarizacion, fueron significativamente mas bajas (P < 0,05) que las del
correspondiente control sin solarizar.
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La comparacion de los parametros de las rectas de regresion de la poblacién final de
nematodos sobre el tiempo de solarizacion demostré que la profundidad de enterrado en el
monticulo no incidid significativamente sobre la tendencia de reduccion de infectividad del
indculo en el tiempo en los controles sin solarizar. Esto nos permite mostrar, en un resumen de
los resultados, las dos profundidades dentro de los controles en forma conjunta (Fig. 4.11).
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Fig. 4.11. Efecto de la solarizacién y la profundidad de enterrado (20 cm vs. 40 cm) de
huevos de M. incognita en el interior de monticulos de sustratos viveristicos sobre su infectividad en
plantas de tomate indicada por la poblacion final de nematodos alcanzada.

4.3.3. EFECTO PROTECTOR DE LA MICORRIZACION CONTRA LA PA-
TOGENICIDAD DE NEMATODOS SOBRE EL OLIVO: PRIMER EXPERIMENTO

4.3.3.1. Influencia sobre los parametros de crecimiento de la planta
4.3.3.1.1. Cultivar Arbequina

Las plantas control no inoculadas pero micorrizadas con la mezcla de G. intraradices y
G. fasciculatum (micorriza C, tratamiento 3) alcanzaron los valores maximos en todos los
parametros de crecimiento considerados (Tabla 4.6). El crecimiento relativo en este
tratamiento fue de 431,8 %, 276,6% y 173,5 % en la altura del tallo, el didmetro del tallo y el
numero de nudos, respectivamente, mientras que el peso fresco final alcanzé 4,1 g en la parte
aérea y 3,8 g en la raiz. En cambio, los valores minimos de dichos parametros de crecimiento
se alcanzaron en plantas inoculadas con P. vulnus (Tabla 4.6). Las plantas micorrizadas con G.
mossae (micorriza M) e inoculadas con P. vuinus (tratamiento 10) presentaron el crecimiento
relativo mas bajo de la altura del tallo (23,0 %) y el valor minimos del peso fresco final de la
parte aérea (0,7 g) y de la raiz (0,9 g). El crecimiento relativo mas bajo del diametro del
tronco (120,8 %) se obtuvo en plantas micorrizadas con G. /ntraradices e inoculadas con P.
vulnus (tratamiento 7), mientras que el minimo crecimiento relativo del nUmero de nudos
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(27,6 %), tuvo lugar en plantas micorrizadas con la mezcla de G. intraradicesy G. fasciculatum
e inoculadas con AP. vuinus (tratamiento 4) (Tabla 4.6).
Tabla 4.6. Influencia de la micorrizacion de plantones de olivo ‘Arbequina’ con Glomus

intraradices (E), G. mosseae (M) o G. intraradices + G. fasciculatum (C) sobre las infecciones de
raices por P. vulnusy M. incognitad

Crec. relativo Incremento Peso fresco

Ne Especie b Especie Crec. relativco diametro del relativo nimero parte aérea Pesq fresco
Tratamiento micorriza nematodo altura tallo tallo® de nudos® (a) raiz (g)
0 0 0 1,47 2,37 0,82 1,42 2,24
1 0 P. vulnus 0,60 1,53 0,36 0,94 1,32
2 0 M. incognita 1,27 1,40 0,64 1,35 2,51
Contrastes ortogonales’
0 vs.(1-2) ns® 0,0055 ns ns ns
Ows. 1 ns 0,0243 ns ns 0,0272
Ovs. 2 ns 0,0099 ns ns ns
3 C 0 4,32 2,77 1,74 4,07 3,83
4 C P. vulnus 0,51 1,53 0,28 0,75 0,88
5 C M. incognita 3,67 2,70 1,53 3,13 3,10
Contrastes ortogonales
Ovs. 3 0,0001 ns 0,0045 0,0000 0,0002
1lvs. 4 ns ns ns ns ns
2vs. 5 0,0009 0,0006 0,0056 0,0002 ns
3 vs. (4-5) 0,0004 0,0448 0,0028 <0,0001 <0,0001
3vs 4 <0,0001 0,0011 <0,0001 <0,0001 <0,0001
3vs. 5 ns ns ns 0,0449 ns
6 E 0 4,12 2,39 1,42 3,05 2,63
7 E P. vulnus 0,58 1,21 0,40 0,70 1,25
8 E M. incognita 3,75 2,11 1,69 3,69 3,68
Contrastes ortogonales
Ovs. 6 0,0003 ns ns 0,0006 ns
lvs 7 ns ns ns ns ns
2vs 8 0,0006 ns 0,0012 0,0000 0,0052
6 vs. (7-8) 0,0017 0,0232 0,1744 0,0348 ns
6vs. 7 <0,0001 0,0018 0,0016 <0,0001 0,0011
6vs 8 ns ns ns ns 0,0118
9 M 0 2,27 2,45 1,18 1,79 1,82
10 M P. vulnus 0,23 1,58 0,53 0,68 0,85
11 M M. incognita 2,34 2,58 1,16 2,59 3,37
Contrastes ortogonales
Owvs. 9 ns ns ns ns ns
1vs. 10 ns ns ns ns ns
2vs 11 ns 0,0020 ns 0,0084 0,0382
9 vs. (10-11) ns ns ns ns ns
9vs 10 0,0043 0,0202 0,0404 ns 0,0195
9vs 11 ns ns ns 0,0184 0,0003
Contrastes ortogonales globales
0 vs. (3,6,9) 0,0004 ns 0,0172 0,0001 ns
1 vs. (4,7,10) ns ns ns ns ns
2 vs. (58,11) 0,0008 0,0007 0,0019 0,0000 0,0104
(0-2) vs. (3-11) 0,0001 0,0321 0,0012 <0,0001 ns
(0-2) vs. (3-5) 0,0000 0,0093 0,0021 <0,0001 0,0156
(0-2) vs. (6-8) 0,0001 ns 0,0025 <0,0001 0,0385
(0-2) vs. (9-11) ns 0,0438 ns ns ns

3Los datos corresponden a la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 100 dias después de la inoculacion. La
inoculacion con cada poblacién de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 2.000
nematodos/planta de P. vuinusy 10.000 huevos+J,/planta de M. incognita. Los plantones crecieron en macetas de arcilla (0,5 L de
capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1 °C y un fotoperiodo de 14 h/dia de luz
fluorescente y cercana al ultravioleta a 365 + 20 uEm?s™. ®0 = plantones no micorrizados; C = plantones micorrizados con una
mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum, E = plantones micorrizados con G. /intraradices; M = plantones micorrizados con G.
mossae. “Crecimiento relativo de la altura del tallo = (altura del tallo final - altura del tallo inicial)/altura del tallo inicial. “Crecimiento
Relativo del didmetro del tallo = (didmetro del tallo final - didmetro del tallo inicial)/ didmetro del tallo inicial. °Incremento Relativo
del nimero de nudos = (nimero de nudos final-ndimero de nudos inicial)/ nimero de nudos inicial. fProbabilidad estimada para el
estadistico ¢del contraste lineal de un sélo grado de libertad. °ns = no significativo (P> 0,05).
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La infeccién por P. wulnus y M. incognita del sistema radical de plantones de
‘Arbequina’ no micorrizados redujo significativamente (P < 0,05) el crecimiento relativo del
diametro del tallo (Tabla 4.6). Por otra parte, el peso fresco final de la raiz de los controles
sin inocular fue significativamente mayor (P < 0,05) que el de los controles inoculados con ~.

vuinus.

La micorrizacion con la mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum (micorriza C)
(tratamiento 3) incrementd significativamente (P < 0,05) el crecimiento relativo de la altura
del tallo, del nimero de nudos y del peso fresco de parte aérea y de raiz, respecto de las
plantas control no micorrizadas (Tabla 4.6). A su vez, las plantas infectadas con M. incognita
y micorrizadas con la micorriza C (tratamiento 5) superaron significativamente (P < 0,05) a
las infectadas con el mismo nematodo y no micorrizadas (tratamiento 2) en todos los
parametros de crecimiento con excepcion del peso fresco de la raiz. Por el contrario, la
micorrizacion con la micorriza C no contrarrestd significativamente (P > 0,05) la reduccion de
crecimiento que origind la inoculacién con P. wuinus. El efecto de la inoculacidon sobre los
plantones micorrizados con la micorriza C resultd significativo (P < 0,05) para todos los
parametros de crecimiento considerados. Los plantones sin inocular (tratamiento 3)
superaron significativamente (P < 0,05) a los plantones inoculados con A. vulnus y M.
incognita tomados globalmente en todos los parametros considerados. Asimismo, los
plantones sin inocular superaron significativamente (P < 0,05) en todos los parametros
considerados a los plantones inoculados con A. vuinus (tratamiento 4). No se observd, en
cambio, ninguna diferencia significativa entre las plantas micorrizadas e inoculadas con M.
incognita y las micorrizadas sin inocular, salvo para el peso fresco de la parte aérea, que fue
significativamente mayor (P < 0,05) en los controles que en las plantas inoculadas con M.
incognita.

La micorrizacidon con G. intraradices (micorriza E) contrarrestd significativamente (P
< 0,05) el perjuicio resultante de la infeccion de la planta por M. incognita, de manera que el
crecimiento relativo del diametro del tallo, el peso fresco de la parte aérea y de la raiz de las
plantas micorrizadas e inoculadas con el nematodo superaron a las correspondientes en
plantas inoculadas pero no micorrizadas (Tabla 4.6). Por el contrario no se detectd efecto
significativo (P > 0,05) de la micorrizacion con esta micorriza sobre el crecimiento de las
plantas controles ni de las plantas que fueron inoculadas con AP. wuinus. Los contrastes
ortogonales mostraron que las plantas controles micorrizadas superaban significativamente (P <
0,05) a las plantas inoculadas con P. vulnus'y M. incognita en el crecimiento relativo de la
altura del tallo, crecimiento relativo del diametro del tallo y peso fresco de la parte aérea.
Asimismo, dichos controles superaron significativamente a las plantas inoculadas con P. vuinus
en todos los parametros de crecimiento que se consideraron (P < 0,05). Sin embargo, con
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respecto a las plantas inoculadas con M. jincognita sélo se observd un efecto significativo de
la inoculacién sobre el peso fresco final de las raices, que fue significativamente mayor (P <
0,05) en las plantas inoculadas con M. incognita que en las plantas control no inoculadas.

Las plantas micorrizadas con G. mossae (micorriza M) e inoculadas con M. incognita
(tratamiento 11) presentaron valores de crecimiento relativo del diametro del tallo, peso
fresco de parte aérea y de raiz significativamente mas altos (P < 0,05) que los que se
registraron en las plantas no micorrizadas e infectadas por estos mismos nematodos (Tabla
4.6). Sin embargo, no se observo efecto significativo de la micorrizacién con esta micorriza
sobre el crecimiento de las plantas control ni de las plantas inoculadas con AP. vuinus (P >
0,05). No obstante, las plantas inoculadas con P. vulnus mostraron valores de crecimiento
relativo significativamente inferiores (P < 0,05) a los controles no inoculados, excepto en el
peso de la parte aérea. La inoculacién con M. incognita, no tuvo efecto significativo (P >
0,05) sobre ninguno de los parametros de crecimiento, con excepcion del peso fresco de la
parte aérea y de la raiz que resultaron significativamente mayores (P < 0,05) en las plantas

inoculadas que en las controles sin inocular.

Los contrastes ortogonales generales mostraron que los controles micorrizados
considerados globalmente (tratamientos (3,6,9)) superaron significativamente (P < 0,05) a
los controles sin micorrizar (tratamiento 0) en el crecimiento relativo de la altura del tallo,
el incremento relativo del nimero de nudos y el peso fresco de la parte derea (Tabla 4.6).
No existieron diferencias significativas (P > 0,05), en cambio, entre las plantas
micorrizadas e inoculadas con AP. wulnus y las micorrizadas sin inocular. Las plantas
micorrizadas e inoculadas con M. incognita (tratamiento 2), en cambio, superaron
significativamente (P < 0,05) a las inoculadas con este mismo nematodo y no micorrizadas
en todos los parametros considerados (tratamientos (5,8,11)). Del mismo modo, las
plantas micorrizadas consideradas en forma conjunta (tratamientos 3-11) presentaron
valores significativamente superiores (P < 0,05) a los controles sin micorrizar (tratamientos
0-2). Las plantas micorrizadas con la mezcla de G. /intraradices y G. fasciculatum
(micorriza C, tratamientos 3-5) superaron significativamente (P < 0,05) a los controles sin
micorrizar (tratamientos 0-2) en todos los parametros. Algo similar ocurrié con las plantas
micorrizadas con G. intraradices (micorriza E, tratamientos 6-8) que, con la Unica
excepcion del crecimiento relativo del diametro del tallo, superaron significativamente (P <
0,05) a los controles no micorrizados en todos los parametros de crecimiento considerados.
En cambio, las plantas micorrizadas con G. mosseae (micorriza M) consideradas de forma
global sdlo presentaron diferencias significativas de crecimiento con respecto a los
controles en el crecimiento relativo del diametro del tallo, que fue significativamente
superior (P < 0,05) en las plantas micorrizadas que en las no micorrizadas.
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4.3.3.1.2. Cultivar Picual

De manera similar a lo que ocurrid en ‘Arbequina’, en ‘Picual’, las plantas control
sin inocular micorrizadas con la mezcla de G. intraradicesy G. fasciculatum (micorriza C,
tratamiento 3) mostraron los valores maximos en la mayoria de los parametros de
crecimiento: crecimiento relativo de la altura del tallo (739,8 %), incremento relativo del
nimero de nudos (326,1 %) y peso fresco final de la parte aérea (6,5 g) (Tabla 4.7).
Las plantas micorrizadas con la mezcla de G. intraradicesy G. fasciculatum (micorriza C)
e inoculadas con M. /ncognita (tratamiento 5) presentaron los valores maximos en el
incremento relativo del nimero de nudos (340,5 %) y en el peso fresco final de la raiz
(6,5 g). Los valores minimos de todos estos parametros de crecimiento se encontraron
en plantas inoculadas con P. vuinus (Tabla 4.7). El incremento relativo mas bajo del
diametro del tallo (138,2 %) tuvo lugar en plantas control no micorrizadas e inoculadas
con P. vulnus (tratamiento 1). Los valores mas bajos en el incremento relativo de la
altura del tallo (7,6 %), el incremento relativo del nimero de nudos (17,3 %), el peso
fresco final de la parte aérea (0,7 g) y el peso fresco final de las raices (1,6 g),
ocurrieron en plantas micorrizadas con G. mossae (micorriza M) e inoculadas con A.
vulnus (tratamiento 10).

Entre las plantas no micorrizadas, los contrastes ortogonales indicaron que la
inoculacién sdlo presentd efecto significativo sobre dos de los parametros considerados: el
crecimiento relativo del didametro del tallo y el incremento relativo del nimero de nudos. Las
plantas control sin inocular presentaron en estos parametros valores significativamente
superiores (P < 0,05) a los producidos en las plantas inoculadas con AP. wvuinus y/o M.
incognita (Tabla 4.7).

Las plantas control micorrizadas con la mezcla de G. intraradicesy G. fasciculatum
(micorriza C) superaron significativamente (P < 0,05) a los controles no micorrizados en el
crecimiento relativo de altura del tallo, el incremento relativo del nimero de nudos vy el
peso fresco de la parte aérea y de la raiz (Tabla 4.7). Por su parte, las plantas inoculadas
con P. vulnus y micorrizadas con micorriza C (tratamiento 4) superaron significativamente
(P < 0,05) a las inoculadas sin micorrizar (tratamiento 1) en todos los parametros
considerados. Lo mismo ocurrid en todos los casos con las plantas inoculadas con M.
incognita (P < 0,05). En el grupo de plantas micorrizadas observamos que el crecimiento
relativo de la altura del tallo y el incremento relativo del nimero de nudos resultaron
significativamente superior (P < 0,05) en los controles respecto de las plantas inoculadas
con P. wulnus y/o M. incognita.  El peso fresco final de las raices, en cambio, fue
significativamente superior (P > 0,05) en las plantas inoculadas con M. incognita que en
los controles sin inocular.
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Tabla 4.7. Influencia de la micorrizaciéon de plantones de olivo ‘Picual’ con Glomus
intraradices (E), G. mosseae (M) o G. intraradices + G. fasciculatum (C) sobre las infecciones de
raices por P. vuinusy M. incognitd

Crec, relativo Crec, relativo Peso fresco

N° Especie Especie Crec, relativo Peso fresco

Tratamiento micorriza® nematodo altura tallo® d'a“‘eﬁm numero ed e parte acrea raiz (g)
tallo nudos (9)
0 0 0 1,63 2,51 1,57 1,85 2,67
1 0 P, vulnus 0,30 1,38 0,38 1,29 2,46
2 0 M. incognita 1,10 1,59 0,96 2,28 3,61
Contrastes ortogonales’
0 vs, (1-2) ns? 0,0044 0,0008 ns ns
Ovs 1 ns 0,0065 0,0001 ns ns
0vs 2 ns 0,0254 0,0445 ns ns
3 C 0 7,40 3,22 3,26 6,52 5,42
4 C P, vulnus 3,23 3,33 2,17 6,03 5,72
5 C M. incognita 3,58 3,40 2,39 5,85 6,54
Contrastes ortogonales
0vs 3 <0,0001 ns <0,0001 <0,0001 <0,0001
1vs 4 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
2vs 5 0,0011 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
3 vs, (4-5) <0,001 ns 0,0003 ns ns
3vs 4 <0,001 ns 0,0004 ns ns
4vs, 5 <0,001 ns 0,0047 ns 0,0393
6 E 0 0,81 1,99 0,99 1,21 1,93
7 E P, vulnus 0,19 1,67 0,24 0,95 2,41
8 E M. incognita 1,10 1,99 0,84 1,45 2,64
Contrastes ortogonales
0vs 6 ns ns ns ns ns
1vs 7 ns ns ns ns ns
2s, 8 ns ns ns ns ns
6 vs, (7-8) ns ns ns ns ns
6vs 7 ns ns 0,0143 ns ns
6 vs, 8 ns ns ns ns ns
9 M 0 1,88 2,45 1,63 2,95 2,76
10 M P, vulnus 0,07 1,47 0,17 0,74 1,56
11 M M. incognita 0,55 2,34 0,71 1,15 2,32
Contrastes ortogonales
0vs 9 ns ns ns ns ns
1vs 10 ns ns ns ns ns
2 s, 11 ns ns ns ns 0,0180
9 vs, (10-11) 0,0163 0,0175 <0,0001 0,0004 ns
9 vs, 10 0,0165 0,0175 <0,0001 0,0007 0,0275
9 s 11 ns ns 0,0028 0,0054 ns
Contrastes ortogonales
0vs, (3,6,9) 0,0051 ns ns 0,0013 ns
1vs, (4,7,10) ns 0,0211 0,0547 0,0146 ns
2vs, (5,8,11) ns 0,0036 ns ns ns
(0-2) vs, (3-11) 0,0025 ns 0,0049 0,0001 0,0277
(0-2) vs, (3-5) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(0-2) vs, (6-8) ns ns ns ns ns
(0-2) vs, (9-11) ns ns ns ns 0,0259

2Los datos son la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 100 dias después de la inoculacion. La inoculacién
con cada poblacidon de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 2.000
nematodos/planta de P. vuinusy 10.000 huevos+J,/planta de M. incognita. Los plantones crecieron en macetas de arcilla (0,5 L
de capacidad), y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1 °C y un fotoperiodo de 14 h/dia
de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 365 = 20 pEms™. ® 0 = plantones no micorrizados; C = plantones micorrizados
con una mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum;, E = plantones micorrizados con G. intraradices; M = plantones
micorrizados con G. mossae. “Crecimiento Relativo de la altura del tallo = (altura del tallo final - altura del tallo inicial)/altura
del tallo inicial. ¢ Crecimiento Relativo del didmetro del tallo = (didmetro del tallo final - didmetro del tallo inicial)/ didmetro del
tallo inicial. ©Incremento Relativo del nimero de nudos = (ndimero de nudos final-nimero de nudos inicial)/ nimero de nudos
inicial.  Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sdlo grado de libertad. ° ns = no significativo (P >
0,05).

No se observaron diferencias significativas (P > 0,05) en los parametros de

crecimiento entre ninguna de las plantas control micorrizadas con G. intraradices (micorriza
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E) y las correspondientes no micorrizadas, ya fueran éstas no inoculadas, inoculadas con A.
vulnus o inoculadas con M. incognita (Tabla 4.7). Dentro del grupo de las plantas
micorrizadas no se detectaron diferencias significativas entre las plantas control y las
inoculadas con P. wulnus y M. incognita, en ninguno de los parametros de crecimiento
evaluados, excepto en el incremento relativo del nimero de nudos, que fue
significativamente mayor (P < 0,05) en las plantas control no inoculadas que en las plantas

inoculadas con P. vuinus.

El Unico contraste que indicd efecto significativo en la comparacién entre las plantas
control micorrizadas con G. mossae (micorriza M) y los respectivos controles no micorrizados
fue el que compard el peso fresco de las raices en las plantas inoculadas con M. incognita:
en este caso el parametro fue significativamente mayor (P < 0,05) en las plantas no
micorrizadas que en las que lo fueron (Tabla 4.7). Dentro de las plantas micorrizadas pudo
comprobarse que los controles presentaron valores de crecimiento relativo significativamente
superiores (P < 0,05) al de las plantas inoculadas con P. vuinus'y M. incognita, en todos los
parametros de crecimiento relativo, excepto en el peso fresco de la raiz. En forma similar,
las plantas control presentaron crecimiento relativo significativamente superior (P < 0,05) al
de las plantas inoculadas con P. vu/nus en todos los parametros considerados. Las plantas
control no inoculadas presentaron valores significativamente mas altos (P < 0,05) que las
plantas inoculadas con M. incognita en el incremento relativo de nimero de nudos y peso
fresco final de la parte aérea.

Las plantas control micorrizadas consideradas globalmente (tratamientos (3,6,9))
superaron significativamente (P < 0,05) a las no micorrizadas (tratamiento 0) en el
crecimiento relativo de la altura del tallo y en el peso fresco de la parte aérea (Tabla 4.7). A
su vez, las plantas inoculadas con AP.vuinusy micorrizadas (tratamientos (4,7,10)) superaron
significativamente (P < 0,05) a las inoculadas con ese mismo nematodo y no micorrizadas
(tratamiento 1) en el crecimiento relativo del diametro del tallo, el incremento relativo del
didametro del tallo y el peso fresco de la parte aérea. Las plantas no micorrizadas inoculadas
con M. incognita (tratamiento 2) presentaron un crecimiento relativo del diamtro del tallo
significativamente mas bajo (P < 0,05) que las plantas micorrizadas inoculadas con ese
mismo nematodo (tratamientos 5,8,11). Las plantas micorrizadas consideradas globalmente
(tratamientos 3-11) presentaron un crecimiento significativamente mas alto (P < 0,05) que
los controles no micorrizadas (tratamientos 0-2) en todos los parametros de crecimiento
considerados, a excepcion del crecimiento del diametro del tallo (Tabla 4.7). Asimismo, las
plantas micorrizadas con la mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum (micorriza C.
tratamientos 3-5) crecieron significativamente mas (P < 0,05) que las plantas sin micorrizar
(tratamientos 0-2) en todos los parametros evaluados (Tabla 4.7). Por el contrario, en las
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plantas micorrizadas con G. intraradices (micorriza E, tratamientos 6-8) ninguno de los
parametros de crecimiento presentd diferencias significativas (P > 0,05) con respecto a los
registrados en las plantas no micorrizadas (tratamientos 0-2). Finalmente, las plantas
micorrizadas con G. mossae (micorriza M, tratamientos 9-11) tampoco mostraron diferencias
de crecimiento en ninguno de los parametros considerados, a excepcién del peso fresco de
la raiz que fue significativamente mayor (P < 0,05) en las plantas control que en las

micorrizadas.

4.3.3.2. Reproduccion de los nematodos
4.3.3.2.1. Cultivar Arbequina

La densidad de poblacién de A. vuinus por cada 100 cm® de suelo oscild entre un
minimo de 77,6, en las plantas control no micorrizadas, y un maximo de 161,6 en las plantas
micorrizadas con G. intraradices (micorriza E). El analisis de la varianza mostré que no
existieron diferencias significativas debidas a la micorrizacién entre las plantas inoculadas
con P. wulnus (P = 0,136). Entre las plantas inoculadas con M. incognita, la densidad de
poblacién por cada 100 cm® de suelo oscild entre un minimo de 34,2, para el control no
micorrizado, y un maximo de 53,3 para las plantas micorrizadas con G. mossae (micorriza
M). Del mismo modo, el analisis de la varianza mostré que no hubo efecto significativo de la
micorrizacion sobre la densidad de M. jincognita en el suelo (P = 0,133).

La densidad de poblacién de P. vuinus en la raiz varid entre un minimo de 2.228,7
nematodos por g de raiz (en las plantas micorrizadas con G. intraradices), y un maximo de
3.736,8 nematodos/g de raiz (en las plantas control no micorrizadas). La densidad de
poblacién de M. incognita en la raiz, oscilé entre 4.180,2 nematodos/g de raiz (en las plantas
micorrizadas con G. intraradices), y 6.032,0 nematodos/g de raiz (en las plantas control no
micorrizadas).  El andlisis de la varianza mostré que la micorrizacion no afect6
significativamente la poblacién nematodos en la raiz en las plantas inoculadas con P. vuinus
(P = 0,565), ni en las plantas inoculadas con M. incognita (P = 0,089).

La poblacién final de AP. wulnus en plantas inoculadas oscild entre 2.565,7
nematodos por planta (en los controles no micorrizados), y 3.265,3 nematodos por planta
(en las plantas micorrizadas con G. /ntraradices). Las plantas inoculadas con M. incognita
registraron una poblacion final que fluctué entre 14.287,7 nematodos por planta (en los
controles sin micorrizar) y 16399,0 nematodos por planta (en las plantas micorrizadas con la
mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum). El analisis de varianza indicé que la
micorrizacion no tuvo un efecto significativo sobre la poblacion final en plantas inoculadas
con P. vulnus (P = 0,052) ni enplantas inoculadas con M. incognita (P = 0,169).
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Los valores medios de la tasa de reproduccion de nematodos oscilaron entre un
minimo de 1,28 (en plantas no micorrizadas inoculadas con A. vuinus), y un maximo de 1,64
(en plantas micorrizadas con la mezcla de G. intraradicesy G. fasciculatum e inoculadas con
M. incognita). Las plantas no micorrizadas inoculadas con P. vulnus presentaron una tasa de
reproduccion significativamente inferior (P < 0,05) a la que registraron las plantas
micorrizadas con la mezcla de G. intraradices 'y G. fasciculatum e inoculadas con P. vuinus,
las plantas micorrizadas con G. intraradices e inoculadas con P. wulnus y las plantas
micorrizadas consideradas globalmente e inoculadas con P. vulnus (Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Reproduccion de P. vuinus 'y M. incognita en plantones de olivo cv. Arbequina
micorrizados con Glomus intraradices (E), G. mosseae (M) o G. intraradices + G. fasciculatum (C) y no
micorrizados®

TrI::a- I?spetfie . Especie Nemat?dos/ Nemato’dos/ Pf° (nematodos/ Rf iy
miento Micorriza nematodo 100 cm® suelo g raiz planta) (Pf/Pi)
1 0 P. vuinus 77,6 £ 47,1 3.736,8 + 3.660,1 2.565,7 + 621,1 1,28
4 C P. vuinus 78,7 £ 57,0 3.298,3 + 1.060,1 3.044,8 + 299,3 1,52
7 E P. vuinus 161,6 + 123,9 2.228,7 + 905,1 3.265,3 + 667,6 1,63
10 M P. vuinus 88,3 £ 74,9 3.247,4 + 1.300,3 2.825,7 £ 572,6 1,41
2 0 M. incognita 34,2 £ 28,0 6.032,0 + 1.721,2 14.282,7 + 2.202,9 1,43
5 C M. incognita 52,2 + 31,2 5.711,5 + 2.699,6 16.399,0 + 1.902,2 1,64
8 E M. incognita 46,4 £ 41,3 4.180,2 + 6.22,4 15.590,0 + 1.630,5 1,56
11 M M. incognita 53,3+ 18,9 4.938,9 + 1.831,0 15.354,0 + 2.347,8 1,54
Contrastes ortogonales®
lvs. 4 ns’ ns ns 0,0179
lvs. 7 ns ns ns 0,0016
1lvs. 10 ns ns ns ns
1vs. (4,7,10) ns ns ns 0,0055
4 vs. (7,10) ns ns ns ns
7 vs. (4,10) ns ns ns ns
10 vs. (4,7) ns ns ns ns
2vs. 5 ns ns ns ns
2vs. 8 ns ns ns ns
2vs 11 ns ns ns ns
2 vs. (5,8,11) ns ns ns ns
5vs (8,11) ns ns ns ns
8 vs. (5,11) ns ns ns ns
11 vs. (5,8) ns ns ns ns

3Los datos son la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 100 dias después de la inoculacién. La inoculacién
con cada poblacidn de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 2.000
nematodos/planta de A. vuinus, y 10.000 huevos+J,/planta de M. incognita. Los plantones crecieron en macetas de arcilla (0,5
L de capacidad), y se mantuvieron en una cdmara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1 °C y un fotoperiodo de 14 h/dia
de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 365 = 20 uEm™s™. ® 0 = plantones no micorrizados; C = plantones micorrizados
con una mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum;, E = plantones micorrizados con G. intraradices; M = plantones
micorrizados con G. mossae. © Poblacion final total de nematodos en suelo y en raiz. ¢ Tasa de reproduccién (poblacion
final/poblacion inicial) © Probabilidad estimada para el estadistico  del contraste lineal de un sdlo grado de libertad; ns =no
significativo (P> 0,05). ns -= no significativo (P > 0,05).

4.3.3.2.1. Cultivar Picual

La densidad de poblacion de P. vuinus en suelo varié entre un minimo de 36,9

198



Conftrol de nemartodos fitopardsitos en viveros de olivo

nematodos/100 cm® de suelo en plantas micorrizadas con la micorriza C (mezcla de G.
intraradices y G. fasciculatum), y un maximo de 134,7 nematodos/100 cm® de suelo, en
plantas control no micorrizadas (Tabla 4.9). El andlisis de la varianza mostré que la
micorrizacién no influyd significativamente sobre la densidad de poblacion del nematodo en
suelo en las plantas inoculadas con P. vulnus (P = 0,807). Entre las plantas inoculadas con
M. incognita, la densidad de poblacion del nematodo minima en suelo fue de 28,2
nematodos/100 cm® de suelo (plantas micorrizadas con la la mezcla de G. intraradicesy G.
fasciculatum), mientras que el maximo (53,8 nematodos/100 cm?® de suelo) se registrd en
plantas control no micorrizadas. Al igual que ocurrid con las plantas inoculadas con A.
vulnus, el andlisis de varianza mostrd que la micorrizacidon no influyé significativamente sobre
la densidad de poblacién de M. incognita en suelo (P = 0,061).

Tabla 4.9. Reproduccién de P. wuinus y M. incognita en plantones de olivo cv. Picual

micorrizados con Glomus intraradices (E), G. mosseae (M) o G. intraradices + G. fasciculatum (C) y no
micorrizados?

No

Trata- I?spet:‘ie . Especie Nematgdos/ Nematqdos/ Pf‘(nematodos/ Rf iy

miento Micorriza nematodo 100 cm® suelo g raiz planta) (Pf/Pi)
1 0 P. vulnus 134,7 £ 243,7 1022,7 £ 590,5 2.605,3 + 1.249,9 1,30
4 C P. vuilnus 36,9 = 28,0 436,2 +£ 121,31 2.536,6 + 303,4 1,27
7 E P. vulnus 44,8 + 35,0 1039,0 £ 254,6 2.587,9 + 279,9 1,29
10 M P. vulnus 41,5 + 46,9 1717,4 + 926,4 2.437,5 + 375,1 1,22
2 0 M. incognita 53,8 £ 31,2 4434,1 + 1797,1 14.380,8 + 2.199,6 1,44
5 C M. incognita 28,2+ 12,6 2527,8 £ 755,2 15.664,3 + 1.778,5 1,57
8 E M. incognita 55,1 £ 37,0 6040,8 + 2002,2 15.009,2 + 1.500,6 1,50
11 M M. incognita 37,1 £ 26,0 7061,1 + 3152,9 14.697,2 + 2.157,8 1,47

Contrastes ortogonales®

1vs 4 ns’ 0,0006 ns ns
lvs. 7 ns ns ns ns
1lvs. 10 ns 0,0068 ns ns
1vs. (4,7,10) ns ns ns ns
4 vs. (7,10) ns <0,0001 ns ns
7 vs. (4,10) ns ns ns ns
10 vs. (4,7) ns <0,0001 ns ns
2vs. 5 ns 0,0024 ns ns
2vs. 8 ns 0,0432 ns ns
2vs 11 ns 0,0072 ns ns
2 vs. (5,8,11) ns ns ns ns
5vs (8,11) ns <0,0001 ns ns
8 vs. (5,11) ns 0,0115 ns ns
11 vs. (5,8) ns 0,0003 ns ns

2Los datos son la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 100 dias después de la inoculacion. La inoculacion
con cada poblacidon de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 2.000
nematodos/planta de P. vulnus, y 10.000 huevos+J,/planta de M. incognita. Los plantones crecieron en macetas de arcilla (0,5
L de capacidad), y se mantuvieron en una cdmara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1 °C y un fotoperiodo de 14 h/dia
de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 365 = 20 pEm™s™. ® 0 = plantones no micorrizados; C = plantones micorrizados
con una mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum; E = plantones micorrizados con G. intraradices; M = plantones
micorrizados con G. mossae. © Poblacidn final total de nematodos en suelo y en raiz. ¢ Tasa de reproduccion (poblacién
final/poblacion inicial) ¢ Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sélo grado de libertad; ns =no
significativo (P > 0,05)." ns -= no significativo (P > 0,05).
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La densidad de poblacién de 2. vuinus en la raiz de la plantas oscilé entre 463,2/g
de raiz en las plantas micorrizadas con la mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum, y
1.714,4/g de raiz en las micorrizadas con G. intraradices. La densidad de poblacién de P.
vulnus en la raiz de las plantas control no micorrizadas fue significativamente superior (P <
0,05) a la registrada en plantas micorrizadas con la la mezcla de G. intraradices y G.
fasciculatum y significativamente inferior (P < 0,05) a la que se produjo en plantas
micorrizadas con G. intraradices. A su vez, el nimero de nematodos por gramo de raiz en
las plantas micorrizadas con la la mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum fue
significativamente inferior (P < 0,05) al registrado en el resto de las plantas micorrizadas
consideradas globalmente. Entre las plantas inoculadas con M. incognita, la densidad de
poblacién en la raiz oscil6 entre 2.527,8/g de raiz en plantas micorrizadas con la mezcla de
G. intraradicesy G. fasciculatum, y 7.061,1/g de raiz en plantas micorrizadas con G. mossae.
Las plantas control no micorrizadas presentaron una densidad de poblacién en la raiz
significativamente inferior (P < 0,05) a la registrada en las plantas micorrizadas con G.
mossae 'y en las micorrizadas con G. mossae. Sin embargo, las plantas micorrizadas con la
mezcla de G. intraradicesy G. fasciculatum presentaron una densidad de poblacion en la raiz
significativamente inferior (P < 0,05) que la registrada en plantas no micorrizadas (Tabla
4.9).

La poblacion final de nematodos en plantas inoculadas con AP. vuinus oscild entre un
minimo de 2.437,5 nematodos por planta en plantas micorrizadas con G. mossae y un
maximo de 2.605,3 nematodos por planta en plantas control no micorrizadas. No existieron
diferencias significativas (P > 0,05) para este parametro entre los tratamientos de
micorrizacién en plantas inoculadas con este nematodo. En las plantas inoculadas con M.
incognita, la poblacién final oscild6 entre 14.380,8 nematodos por planta en las plantas
control sin inocular y 15.664,3 nematodos por planta en las plantas inoculadas con la mezcla
de G. intraradicesy G. fasciculatum. Asimismo, tampoco en este caso existieron diferencias

significativas (P> 0,05) entre los diferentes tratamientos de micorrizacion (Tabla 4.9).

La tasa media de reproduccion de los nematodos de estudio registré un valor
minimo de 1,22 en plantas micorrizadas con G. mossae e inoculadas con de P. vuinus, y un
maximo de 1,57 en plantas inoculadas con M. /incognita y micorrizadas con la mezcla de G.
intraradices y G. fasciculatum (Tabla 4.9). Si bien el andlisis de la varianza mostro la
existencia de un efecto significativo de los tratamientos sobre la tasa de reproduccion (P =
0,025) ninguno de los contrastes considerados en nuestro analisis mostrd la existencia de

diferencias significativas (P > 0,05).
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4.3.4. EFECTO PROTECTOR DE LA MICORRIZACION CONTRA LA PA-
TOGENICIDAD DE NEMATODOS SOBRE EL OLIVO: SEGUNDO EXPERIMENTO

4.3.4.1. Influencia sobre los parametros de crecimiento de la planta

Las plantas inoculadas con M. incognita y micorrizadas con la mezcla de G.
intraradices y G. fasciculatum presentaron los valores maximos del crecimiento relativo de la
altura del tallo (378,4 %), incremento relativo del nimero de nudos (131,7 %) y peso fresco
de la parte aérea (4,9 g) (Tabla 4.10). El maximo crecimiento relativo del didametro del tallo
(65,7 %) correspondid a las plantas control no inoculadas y micorrizadas con la mezcla de G.
intraradices'y G. fasciculatum, mientras que el maximo peso de la raiz (5,8 g) se encontrd en
plantas inoculadas con M. javanica y micorrizadas con la mezcla de G. intraradices y G.
fasciculatum (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Influencia de la micorrizacion de plantones de olivo ‘Picual’ con G. intraradices
+ G. fasciculatum (C) sobre las infecciones de raices por M. incognitay M. javanica .

. . . Crec. relativo Increm_ento Peso fresco
N°_ Es_peag dE Especie de Crec. relativo diametro relatlvo parte aérea Pesg fresco
Tratamiento micorriza® nematodo altura tallo® d namero de raiz (g)
tallo e (g)
nudos
0 0 0 0,33 0,17 0,44 1,67 3,72
1 C 0 2,88 0,66 1,20 4,43 4,86
2 0 M. incognita 0,32 0,32 0,51 1,22 2,84
3 C M. incognita 3,78 0,37 1,37 4,87 4,51
4 0 M. javanica 0,29 0,47 0,59 1,08 2,90
5 C M. javanica 1,46 0,35 1,20 4,36 581
Contrastes’
Ovws. 1 ns® ns <0,0001 <0,0001 0,0125
0vs 2 ns ns ns ns ns
Ovs 4 ns ns ns ns ns
0vs. (24) ns ns ns ns ns
lvs. 3 ns ns ns ns ns
lvs. 5 ns ns ns ns ns
1vs (3,5 ns ns ns ns ns
2vs 3 ns ns <0,0001 <0,0001 0,0029
4vs 5 ns ns <0,0001 <0,0001 <0,0001
(0,1) vs. (2-5) ns ns ns ns ns
0,1) vs. (2,3) ns ns ns ns ns
(0,1) vs. (4,5) ns ns ns ns ns

2 Los datos corresponden a la media de 16 plantas por tratamiento, y se determinaron 100 dias después de la inoculacion. La
inoculacion con cada poblacion de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con
10.000 huevos+J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas de arcilla (0,5 L de capacidad), y se
mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 1 °C y un fotoperiodo de 14 h/dia de luz fluorescente y
cercana al ultravioleta a 365 + 20 uEm™s™. ® 0 = = plantones no micorrizados; C = plantones micorrizados con una mezcla de
G. intraradices y G. fasciculatum. “Crecimiento Relativo de la altura del tallo = (altura del tallo final - altura del tallo
inicial)/altura del tallo inicial. “Crecimiento Relativo del didmetro del tallo = (didmetro tallo final - didmetro tallo inicial)/didmetro
tallo inicial. Incremento Relativo del nimero de nudos = (nimero de nudos final-nimero de nudos inicial)/ nimero de nudos
inicial. "Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sélo grado de libertad; °ns =no significativo (P >
0,05).
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En las plantas no micorrizadas inoculadas con M. javanica se registraron los valores
mas bajos de crecimiento relativo en la altura del tallo (29,5 %), peso fresco de la parte
aérea (1,1 g) y peso fresco de la raiz (2,9 g) (Tabla 4.10). El minimo crecimiento relativo del
didametro del tallo (17,3 %) y el minimo incremento relativo del nimero de nudos (43,9 %)

se registraron en plantas control no inoculadas ni micorrizadas.

El andlisis de la varianza mostré que los tratamientos no tuvieron efecto significativo
sobre el crecimiento relativo de altura del tallo (P = 0,180), ni sobre el crecimiento relativo
del didametro del tallo (P = 0,104). Sin embargo, si hubo un efecto significativo de los
tratamientos sobre el resto de los parametros considerados en la planta. Los contrastes
ortogonales mostraron que el incremento relativo del nimero de nudos, el peso fresco de la
parte aérea y el peso fresco de la raiz fueron significativamente superiores en los
tratamientos micorrizados con respecto a cada respectivo control sin micorrizar, tanto en

plantas sin inocular, como en las inoculadas con M. incognita o con M. javanica (Tabla 4.10).

4.3.4.2. Reproduccion de los nematodos

La densidad de poblacidén de M. incognita en suelo oscild entre 28,2/100 cm?, en
sin micorrizar y 31,0/100 cm® en micorrizadas con la mezcla de G. intraradices y G.
fasciculatum (Tabla 4.11). El andlisis de la varianza mostré que no existieron diferencias

significativas para este parametro entre los diferentes tratamientos (P = 0.083).

Tabla 4.11. Reproduccion de M. incognita'y M. javanica en plantones de olivo cv. Picual
micorrizados con G. intraradices + G. fasciculatum (C) y no micorrizados®

No

Trata- I§spe¢3ie . Especie Nematgdos/ Nemato,dos/ Pf‘(nematodos/ Rf- \
miento Micorriza nematodo 100 cm® suelo g raiz planta (Pf/Pi)
2 0 M. incognita 28,2+0,1 4.960,5 + 2.914,7 11.878,4 + 2.167,1 1,19
3 C M. incognita 31,0+£9,1 3.072,9 + 1.410,6 13.054,8 + 3.835,8 1,31
4 0 M. javanica 27,6 £5,9 4.982,4 + 3.803,8 11.612,7 £ 2.478,3 1,16
5 C M. javanica 25,1 £ 3,6 1.881,2 + 429,81 10.575,5 + 1.485,9 1,06
Contrastes ortogonales®
2vs 3 ns’ 0.0044 ns ns
4vs. 5 ns <0.0001 ns ns
(24) vs. (3,5 ns <0.0001 ns ns
2vs 4 ns ns ns ns
3ws. 5 ns 0.0044 ns ns
(2-3) vs. (4-5) ns 0.0382 ns ns

3Los datos son la media de 10 plantas por tratamiento, y se determinaron 100 dias después de la inoculacion. La inoculacion
con cada poblacién de nematodo se llevd a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 10.000
huevos+1J,/planta de Meloidogyne spp. Los plantones crecieron en macetas de arcilla (0,5 L de capacidad), y se mantuvieron en
una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24 + 11 C y un fotoperiodo de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al
ultravioleta a 365 + 20 uEm?s™. °0 = = plantones no micorrizados; C = plantones micorrizados con una mezcla de G.
intraradices y G. fasciculatum. “Poblacién final total de nematodos en suelo y en raiz. Tasa de reproduccién (poblacidn
final/poblacién inicial) ®Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal de un sdlo grado de libertad; 'ns =no
significativo (P > 0,05).
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La menor densidad de poblacién de nematodos en la raiz de la planta se registré en
plantas micorrizadas con la mezcla de G. /intraradices y G. fasciculatum e inoculadas con M.
javanica (1.881,2), mientras que la densidad de poblacion mas alta (4.982,4) se alcanzd en
plantas no micorrizadas e inoculadas con M. javanica (Tabla 4.11). La densidad de poblacion
de nematodos en raiz fue significativamente mayor en los tratamientos no micorrizados que
en los respectivos tratamientos micorrizados, tanto cuando se compararon plantas
inoculadas con M. incognita o con M. javanica por separado, como cuando se compararon
ambas especies globalmente (Tabla 4.11). El niUmero medio de nematodos por gramo de
raiz fue significativamente mas alto (P < 0,05) en plantas inoculadas con M. incognita que en
las inoculadas con M. javanica, tanto en las plantas micorrizadas, como cuando se

consideraron globalmente las plantas micorrizadas y no micorrizadas (Tabla 4.11).

La poblacion final oscilé entre 10.575,5 nematodos por planta en plantas inoculadas
con M. javanica y micorrizadas con mezcla de G. intraradices y G. fasciculatum y 13.054,8
nematodos por planta en plantas inoculadas con M. /ncognita y micorrizadas con la mezcla
de G. intraradices y G. fasciculatum. Sin embargo, la micorrizacién de las plantas con la
mezcla de G. intraradicesy G. fasciculatum no influyo significativamente en la poblacion final

y tasa de reproduccién de ambos nematodos (Tabla 4.11).

4.3.4. EFECTO DE LA ENMIENDA DEL SUSTRATO CON COMPOST DE
CORCHO SOBRE LA PATOGENICIDAD DE M. INCOGNITA

4.3.4.1. Efecto sobre los parametros de crecimiento de la planta

El maximo valor del crecimiento relativo de la altura del tallo (95,6 %) correspondio
a plantas inoculadas con M. incognita y cultivadas en un sustrato conteniendo 25 % de
compost de corcho (Tabla 4.12). El valor mas bajo de dicho parametro fue 48,7 % vy se
obtuvo en plantas inoculadas con M. incognita y cultivadas en sustrato sin compost de
corcho. El andlisis de varianza mostré que el efecto de los tratamientos no afectd

significativamente al crecimiento relativo de la altura del tallo de la planta (P = 0,621).

El crecimiento relativo del didmetro del tallo varid entre 41,1 % (plantas
inoculadas con M. incognita y cultivadas en sustrato con 75 % de compost de corcho) y
84,8 % (plantas inoculadas cultivadas en 100 % de compost de corcho). Sin embargo, en
ningun caso los contrastes ortogonales indican diferencias significativas (P > 0,05) entre

las plantas control no inoculadas y las plantas inoculadas. Tampoco existieron diferencias
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significativas (P > 0,05) entre las plantas inoculadas y cultivadas en sustrato sin compost y
las plantas inoculadas y cultivadas en sustratos con 25, 50 y 75 % de compost. Sin
embargo, el incremento relativo del diametro del tallo fue significativamente mas alto (P <
0,05) en plantas inoculadas que crecieron en 100 % de compost de corcho, que en
aquéllas que habiendo sido inoculadas crecieron en la mezcla de suelo artificial sin compost
de corcho).

Tabla 4.12. Influencia de las infecciones de raices por M. incognita sobre el crecimiento de

plantones de olivo ‘Picual’ cultivado en sustratos con diferentes concentraciones de compost de
corcho?

Incremento

T N° Inoculacion Concentracion de Cre_c. Crec. relativo relativo Peso fre,sco Peso fresco
r_'ata- _con M compost de corcho en relativo diametro tallo° namero de parte aérea raiz (g)
b
miento incognita el sustrato (% V/V) altura tallo nudos® (9)
0 Control 0 0,91 0,66 0,99 2,78 4,84
1 Inoculado 0 0,49 0,49 bc 0,19b 2,29 3,41 ab
2 Inoculado 25 0,96 0,78 ab 1,01 a 2,76 535a
3 Inoculado 50 0,62 0,78 ab 0,99 a 2,07 3,94 ab
4 Inoculado 75 0,59 041 c 1,06 a 2,07 3,46 ab
5 Inoculado 100 0,67 0,85a 1,18 a 2,15 3,30 b
Contrastes®
Ows 1 ns’ 0,2562 0,0013 ns 0,0540
0vs 2 ns 0,4332 0,9343 ns 0,4915
O0vs. 3 ns 0,4419 0,9716 ns 0,2201
Ovs 4 ns 0,1000 0,7773 ns 0,0640
Ovs. 5 ns 0,2123 0,4497 ns 0,0387
lvs 2 ns 0,0571 0,0010 ns 0,0098
1vs 3 ns 0,0590 0,0015 ns 0,4735
lvs 4 ns 0,6035 0,0005 ns 0,9381
1ws. 5 ns 0,0188 0,0001 ns 0,8843

2 Los datos son la media de 14 plantas por tratamiento, y se determinaron 70 dias después de la inoculacion. La inoculacion se
llevd a cabo en el momento del transplante. Las plantas se inocularon con 10.000 huevos + J,/planta de M. incognita. Los
plantones crecieron en macetas de arcilla de 500 cm® y se mantuvieron en una camara de crecimiento de plantas ajustada a 24
+1 °Cy un fotoperiodo de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 365 + 20 uEms™%. °Crecimiento relativo de la
altura del tallo = (altura del tallo final - altura del tallo inicial)/altura del tallo inicial. “Crecimiento relativo del didmetro del tallo
= (didmetro tallo final - didmetro tallo inicial)/didmetro tallo inicial. “Incremento relativo del nimero de nudos = (nimero de
nudos final-nimero de nudos inicial)/ nimero de nudos inicial. ¢ Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del contraste lineal
de un sélo grado de libertad; fns =no significativo (P > 0,05).

El incremento relativo del niumero de nudos varid entre 18,6 % (plantas
inoculadas cultivadas en suelo sin compost de corcho) y un 117,9 % (plantas inoculadas
cultivadas en 100 % de compost de corcho) (Tabla 4.12). Este parametro resultd
significativamente mayor (P < 0,05) en las plantas control no inoculadas que crecieron en
suelo artificial sin compost de corcho que en las plantas inoculadas cultivadas en el mismo
tipo de sustrato. Asimismo, este parametro fue significativamente inferior en plantas
inoculadas que crecieron en suelo sin compost de corcho que en plantas inoculadas

cultivadas en suelo con 25, 50, 75 y 100 % de compost de corcho.
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El peso fresco de la parte aérea tuvo su minimo valor (2,1 g) en plantas
inoculadas con M. incognita creciendo en sustrato con 50 y 75 % de compost de corcho y
el maximo (2,8 g) en plantas control control no inoculadas que crecieron sin enmienda
(Tabla 4.12). El andlisis de la varianza mostré que el peso fresco de la parte aérea no
fue influido por la infeccion del nematodo o el contenido de compost de corcho en el
sustrato (P = 0,548).

El peso fresco final de las raices oscilé entre 3,3 g en plantas inoculadas que
crecieron en 100 % de compost de corcho y 5,4 g en plantas inoculadas que crecieron en
suelo conteniendo 25 % de compost de corcho (Tabla 4.12). Este parametro fue
significativamente mayor (P < 0,05) en las plantas control no inoculadas cultivadas en
sustrato sin enmienda que en plantas inoculadas que crecieron en 100 % de compost de
corcho inoculado. A su vez, el peso fresco de la raiz en plantas inoculadas cultivadas en
suelo con 25 % de compost de corcho fue significativamente mayor (P < 0,05) que el de

plantas inoculadas que crecieron en ausencia de enmienda.

El analisis de regresion mostrd un ajuste muy bajo en todas las ecuaciones que
relacionaban las variables de crecimiento como funcién lineal de la concentracion de
compost en el sustrato (R* = 0,001 para el crecimiento relativo de la longitud del tallo; R
= 0,080 para el crecimiento relativo del didmetro del tallo; &2 = 0,006 para el incremento
relativo del nimero de nudos; R = 0,003, para el peso de la parte aérea y R = 0,012,

para el peso final de la raiz).

4.3.4.2. Efecto sobre la reproduccion del nematodo

Todos los parametros de poblacién de nematodos considerados (nimero de
nematodos por cada 100 cm? de suelo, nimero de nematodos por gramo de raiz,
poblacion final por planta y poblacion final relativa) disminuyeron proporcionalmente al
incremento de la concentracion de compost de corcho en el sustrato (Tabla 4.13). Las
plantas control inoculadas cultivadas en sustrato sin compost de corcho presentaron la
maxima densidad de poblacion de nematodos en suelo, en raiz, asi como la mayor
poblacién. Asimismo, la maxima poblacién final relativa de nematodos (18,7 %) se
produjo en plantas inoculadas que crecieron en sustrato con el 25 % de compost de
corcho. Sin embargo, los valores mas bajos para todos los parametros de poblacién de
M. incognita se presentaron en plantas inoculadas que crecieron en sustrato compuesto

por 100% de compost de corcho.
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Tabla 4.13. Reproduccion de M. incognita en plantones de olivo de ‘Picual’ que crecieron en
sustratos enmendados con diferentes concentraciones de compost de corcho®.

> = =
N Inoculacion Concentracion de Nematodos/ Nematodos/ Pf° (nematodos/

- C (0,
miento _incognita el sustrato (v V/v) 100 suelo  graiz planta) PR )
1 Inoculado 0 214 + 6.4a° 32483 + 2297.0a 8378.5 + 2468.1a
2 Inoculado 25 471+ 1.9 348.5 + 225.4b 1564.7 + 716.9b 18.7a
3 Inoculado 50 3.7 £ 1.5b 159.7 + 139.8¢c 572.7 * 521.9c 6.8b
4 Inoculado 75 1.7 £ 0.6c 715 £+ 57.5d 247.5 + 217.01d 3.0bc
5 Inoculado 100 1.3 £ 0.6¢ 416 + 76.3e 132.1 + 200.1e 1.6¢

2 Los datos son la media de 14 plantas por tratamiento, y se determinaron 70 dias después de la inoculaciéon. La inoculacion se
llevo a cabo en el momento del trasplante. Las plantas se inocularon con 10.000 huevos + Jy/planta de M. incognita. Los
plantones crecieron en macetas de arcilla de 500 cm® y se mantuvieron en una cdmara de crecimiento de plantas ajustada a 24
+ 1 °Cy un fotoperiodo de 14 h/dia de luz fluorescente y cercana al ultravioleta a 365 + 20 pEm?s™. PPoblacién final total de
nematodos en suelo y en raiz. ° Pfr = [(N° de nematodos/planta), / (N° de nematodos/planta),] * 100, donde (N° de
nematodos/planta)y, = numero de nematodos por planta en la muestra correspondiente a la concentracion x y (N° de
nematodos/planta), = numero de nematodos por planta en la muestra correspondiente a la concentracion 0. “Las medias de
una misma columna seguidas por la misma letra no difieren significativamente (P = 0,05) segln el contraste de la minima
diferencia significativa (LSD) protegida de Fisher.

El nimero de nematodos por 100 cm’ de suelo fue significativamente superior (P <
0,05) en plantas que crecieron sin enmienda de corcho que en las plantas que crecieron con
25 y 50 % de compost de corcho (Tabla 4.13). A su vez el nimero de nematodos por 100
cm® de suelo fue significativamente mayor (P < 0,001) en estas plantas que las que

crecieron en suelo conteniendo los mayores porcentajes de enmienda (75 y 100 % de

compost de corcho).

El nimero de nematodos por gramo de raiz y el nimero total de nematodos por
planta disminuyeron progresiva y significativamente (P < 0,001) en funcién del incremento

del porcentaje de enmienda de corcho (Tabla 4.13).

La poblacion final relativa del nematodo en las raices de las plantas que crecieron
en un sustrato conteniendo 25 % de compost de corcho, calculada respecto de las plantas
que crecieron sin enmienda, superd significativamente (P < 0,001) a la del resto de los
tratamientos con enmienda. A su vez, el valor de este parametro en plantas que crecieron
en suelo con 50% de compost fue significativamente mayor (P < 0,001) que el de las
plantas que crecieron en 100% de compost. No existieron diferencias significativas entre la
poblacién final relativa de las plantas que crecieron en suelo con 50 y 75 % de compost de
corcho (P < 0,001) (Tabla 4.13).

El analisis de regresion no leneal mostré que la poblacion final podia expresarse
como funcién exponencial de la concentracion de compost de corcho en el sustrato con un
ajuste apropiado (R = 0,995) (Fig 4.13).
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Fig. 4.13. Relacion entre la poblacion final de M. incognita en plantones de olivo del
cultivar Picual y la concentacion de compost de corcho en el sustrato donde éstas crecieron

4.3.5. EFECTO DE LA BIOFUMIGACION

4.3.5.1. Evaluacion de la supervivencia del inoculo

En todos los tratamientos investigados en el bioensayo, la poblacion final de M.
incognita por planta disminuyd con el tiempo que el indculo estuvo sometido a la
biofumigacion (Tabla 4.14). El analisis de varianza globalizado indicdé que la dosis de
enmienda, la cobertura plastica, el tiempo de exposicidn, y la interaccion entre la dosis de
enmienda x cobertura plastica afectaron significativamente la poblacion final de M. incognita
en el bioensayo (P < 0,001, P =0,016, P < 0,001, P < 0,001, respectivamente), en tanto
que ninguna de las restantes interacciones entre los factores resultd significativa (P > 0,05).
La comparacion de medias de la poblacion final de M. incognita en las plantas inoculadas
segun los tiempos de exposicion indicd que el valor registrado con 0 dias de exposicién fue
significativamente superior (P < 0,05) a todos los demds. De manera similar, la poblacién
final de M. incognita con 5 dias de exposicion fue significativamente superior (P < 0,05) a la
verificada con tiempos de exposicidn superiores. La poblacion final de M. incognita en
plantas inoculadas con el indculo sometido a 15 dias de exposicion a la biofumigacién fue
significativamente superior (P < 0,05) a la alcanzada con el que se sometié a 60 dias de
exposicion. El valor que alcanzé este parametro cuando el indculo se expuso a 30 dias de

biofumigacion no varié significativamente (P > 0,05) de los registrados cuando el indculo se
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expuso a 15 y 60 dias de biofumigacion. El analisis de varianza no mostré ninguna
diferencia significativa en la poblacion final relativa entre los diferentes tiempos de
exposicion correspondientes a este tratamiento (P = 0,103).

La poblacion final relativa de nematodos en el sistema radical de las plantas que
recibieron indculo biofumigado, calculada respecto de las plantas que recibieron indculo no
biofumigado (con 0 dias de exposicién), también disminuyd progresivamente con el tiempo
de exposicion al tratamiento (Tabla 4.14). El analisis de varianza globalizado para este
parametro indicd que la dosis de enmienda, la cobertura plastica, el tiempo de exposicion y
todas las interacciones posibles entre los factores tuvieron efecto significativo sobre Ia
poblacién del nematodo (P < 0,001). Por el contrario, el tiempo de exposicién a la
biofumigacion no presentd efecto significativo sobre la poblacién final relativa en los casos
en que no se incorpord enmienda con paja de sorgo independientemente de que existiera
cobertura plastica (P = 0,103) o no (P= 0,123). Asimismo, mientras que la enmienda con
4 % de paja de sorgo con cobertura plastica no tuvo efecto significativo (P = 0,070) la
incorporacion de 2 % de paja de sorgo con cobertura plastica dio lugar a que, a medida que
se aumento el tiempo de exposicidon a la biofumigacion, se obtuvieran valores de poblacion
final relativa significativamente inferiores a los obtenida con el indculo sometido a tiempos
de exposicidn menos prolongado (P < 0,001). En el tratamiento 4 (2 % de paja de sorgo sin
cobertura plastica) la poblacién final relativa de nematodos obtenida con el indculo expuesto
a 5 dias de biofumigacion fue significativamente superior (P < 0,001) a la obtenida con todos
los tiempos de exposicidon mas prolongados, que formaron entre si un grupo homogéneo sin
diferencias significativas entre si. Un comportamiento idéntico de la poblacién final relativa
de nematodos en funcién del tiempo de exposicidn al tratamiento (P = 0,003) se produjo en

el tratamiento 6 (4 % de paja de sorgo sin cobertura plastica).

Los analisis ortogonales indicaron que el empleo de la cobertura plastica no tuvo
influencia significativa sobre la poblacién final de M. incognita en plantas de tomate que
recibieron el indculo sometido a periodos de biofumigacion de 0, 5, 15 y 30 dias (Tabla
4.14). Sin embargo, cuando el indculo se expuso a 60 dias de biofumigacién, la cobertura
plastica incrementd significativamente (P < 0,05) la infectividad del indculo indicada por la
densidad de poblacidn final respecto de los tratamientos sin cobertura plastica. No obstante,
si consideramos la poblacidn final relativa, la cobertura plastica influyé significativamente en
todos los tiempos de exposicion, exceptuando el de 30 dias, pero de forma variable. La
poblacion final relativa en las plantas que recibieron indculo biofumigado durante 5 y 60 dias

no expuesto a cobertura plastica fue significativamente mayor (P < 0,05) que en las que
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recibieron indculo que se mantuvo bajo cobertura plastica. Con 15 dias de exposicion, en
cambio, la poblacidn final relativa fue significativamente mayor (P < 0,05) en las plantas que

recibieron indculo biofumigado bajo cobertura plastica.

Tabla 4.14. Influencia de la biofumigaciéon con distintas dosis de enmienda de paja de
sorgo sobre la infectividad de huevos y J, de M. incognita en tomate?

Tratamiento Poblacion final (n° de nematodos/planta) Poblacién final relativa (%)
Cober- Dosis

N° tura enmien- 0 dias 5dias 15dias 30dias 60 dias 5 dias 15 dias30 dias60 dias
plastica da (%)

1 Con 0  493.888,6a° 439.633,3b 403.420,0c 347.984,0cd 26.9280,0d 89,0 81,7 70,5 54,5
2 Sin 0 379.061,3a 328.522,7b 283.520,0c 234.602,7cd 21.7098,7d 86,7 748 61,9 57,3
3 Con 2 108.622,7a 91.8253b 36.312,0c 17.782,0cd 2.727,0d 84,5a 33,4b 16/4c  2,5d
4 Sin 2 85.042,0a  83.872,0b 29.546,0c 31.722,0cd 15.096,0d 98,6a 34,7b 373b 17,8b
5  Con 4 148.240,0a 102.646,0b 47.226,0c 12.376,0cd 3.5153d 69,2 31,9 84 2,4

6 Sin 4 199.388,0a 160.208,0b 60.316,0c 30.362,0cd 13.634,0d 80,4a 30,3b 152b 6,8b
Contrastes ortogonales®

Efecto de la cobertura plastica

(1,3,5) vs. (2,4,6) ns ns ns ns 0,0121  0,0002 0,0421 ns 0,0001
lvs 2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
3vs 4 ns ns ns ns 0,0194 ns ns ns ns
5vs. 6 ns ns ns ns 0,0179 <0,0001 0,0017 ns <0,0001
Efecto de la dosis de enmienda

(1,2) vs. (34 <0,0001 0,0033 <0,0001 <0,0001 - ns ns ns <0,0001
1,2) vs. 3 -f - - - <0,0001 - - ns -
1,2) vs. 4 - - - - 0,0007 - - ns -
(1,2) vs. (5,6) 0,0001 0,0049 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 0,0861 ns 0,0049
(1,2) vs. 5 - - - - <0,0001 - - ns -
1,2) vs. 6 - - - - 0,0008 - - ns -
(3,4) vs. (5,6) 0,0040 ns 0,0370 Ns - <0,0001 0,0161 ns 0,0012
3vs. 5 - - - - ns - - ns -
4vs 6 - - - - ns - - ns -
(3,4) vs. 5 - - - - - <0,0001 0,0006 ns <0,0001
(3,4) vs. 6 - - - - - ns ns ns ns

Los datos son la media de tres repeticiones por tratamiento. Las determinaciones se efectuaron sobre plantas de tomate que
servian como bioensayo del efecto de los tratamientos sobre in6culo constituido por 10.000 huevos + J, de M. incognita. Las
macetas para crecimiento de las plantas contenian 500 cm® de sustrato sometido al efecto de los tratamientos en el interior de
bolsas de nyon de malla fina colocadas en bandejas de plastico a 25 °C. °Pfr = [(N° de nematodos/planta); / (N° de
nematodos/planta),] * 100, donde (N° de nematodos/planta)y = numero de nematodos por planta en la muestra
correspondiente al tiempo de exposicion x y (N° de nematodos/planta), = nimero de nematodos por planta en la muestra
correspondiente al tiempo 0 ‘Las medias en una msma fila seguidas por la misma letra no difieren significativamente (P = 0,05)
seglin el contraste de la minima diferencia significativa (LSD) protegida de Fisher. “Probabilidad estimada para el estadistico ¢ del
contraste lineal de un sélo grado de libertad; °ns = no significativo (P > 0,05).nteraccién no considerada.

El analisis de regresion lineal y la comparacion de las rectas de regresion mostrd
que, considerando los tratamientos de forma global en el tiempo, el empleo del plastico no
tuvo efectos significativos sobre la poblacién final alcanzada por el nematodo en las plantas
del bioensayo en funcion del tiempo de exposicion del indculo a la biofumigacion (P = 0,825,
para la comparacion de las pendientes y P = 0,417, para la comparacion de las ordenadas en
el origen, Fig. 4.14, izg.). Sin embargo, la comparacién de las rectas de regresion de la
poblacién final relativa en funcién del tiempo de exposicidon a la biofumigacion del indculo

mostrd que el efecto del empleo del plastico sélo resultd parcialmente significativo (P =
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0,331, para la comparacién de las pendientes y P = 0,011, para la comparacion de las

ordenadas en el origen, Fig. 4.14, der.).

300000 100
Y (con cobertura plastica) = -1.735,4 X + 21.5456
R%= 0,638

P(A) = 0,825
P(B) = 0,417

B Y (sin cobertura plastica) = -0,923 X + 75,53
801 @ R2= 0,683

P(A) = 0,331

5 L
00000 P(B) = 0,011

60

40 |
100000
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Fig. 4.14. Regresion lineal de la poblacién final absoluta y relativa de M. incognita en
plantas de tomate sometidas a diferentes tiempos de exposicion al tratamientos de biofumigacion
(considerando la totalidad de los tratamientos): efecto del empleo de cobertura plastica sobre la
poblacién final absoluta (izg.) y sobre la poblacion final relativa (der.). Se indica en cada uno de los
graficos la probabilidad del estadistico “F’ para la comparacion de las pendientes de las rectas (P (A))
y para la comparacion de las ordenadas en el origen (P (B)).

La colocacidn del plastico sobre suelo que no recibidé paja de sorgo no tuvo efecto
significativo (P > 0,05) sobre la poblacién final y poblacion final relativa de M. incognita,
independientemente del tiempo de exposicion del indculo del nematodo al tratamiento
(Tabla 4.14). Los dos tratamientos sin adicion de paja de sorgo fueron por tanto
considerados como uno solo para los analisis posteriores, independientemente de que

incluyeran o no cobertura plastica.

La colocacion del plastico no tuvo efecto significativo (P > 0,05) sobre la poblacion
final de nematodos en las plantas que recibieron indculo adicionado con 2 % de paja de
sorgo, cuando los tiempos de biofumigacion fueron de 0, 5, 15 y 30 dias (Tabla 4.14). En
cambio, cuando el tiempo de exposicion fue de 60 dias la poblacion resultd
significativamente mas baja en el tratamiento con cobertura plastica (P = 0,019). La
colocacion del plastico, en cambio, no tuvo efecto significativo (P > 0,05) sobre la poblacion
relativa en ningun caso, independientemente del tiempo de exposicion que se considerara.
En este caso no se efectud la comparacion de las curvas de regresion, ya que ninguno de los

tratamientos con adicion de paja de sorgo ajustaban adecuadamente al modelo lineal.

Entre los tratamientos que recibieron 4 % de paja de sorgo pudo observarse que, al
igual que ocurrid con los que contenian 2 % de este material, la colocacion del plastico no
mostrd efecto significativo (P > 0,05) sobre la poblacion final cuando el tiempo de exposicion

del inéculo a la biofumigacion fue inferior a los 60 dias (Tabla 4.14). Cuando el tiempo de
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exposicion fue de 60 dias, la poblacion final del nematodo en las plantas inoculadas en el
bioensayo fue significativamente mas baja (P < 0,05) en el tratamiento con cobertura
plastica. La poblacion final relativa de nematodos resultd significativamente superior (P =
0,05) en el tratamiento con cobertura plastica cuando el tiempo de exposicion fue de 15
dias, mientras que cuando ese tiempo fue de 5 y 60 dias el valor registrado en los
tratamientos con cobertura fue significativamente mas bajo (P < 0,05). En forma similar a lo
que ocurrid en los tratamientos con 2 % de paja de sorgo, tampoco se efectud la

comparacion de las curvas de regresion.

El contraste ortogonal entre los tratamientos sin paja de sorgo y los que recibieron
2 % de la misma mostraron que la poblacion final de M. incognita en plantas de tomate
inoculadas fue, independientemente del tiempo de exposicién que se considerara, siempre
significativamente superior (P < 0,05) en los tratamientos sin enmienda (Tabla 4.14). Los
contrastes efectuados con el valor de la poblacion final relativa, en cambio, mostraron que
no hubo efecto significativo (P > 0,05) de la adicién de 2 % de paja sobre la infectividad del
indculo cuando éste se expuso a biofumigacion durante 5 y 15 dias. Cuando el indculo se
mantuvo en biofumigacion durante 60 dias, la poblacion final relativa en las plantas
inoculadas fue significativamente inferior (P < 0,05) en el tratamiento que recibidé 2 % de
paja de sorgo.

La comparacion entre los tratamientos control y aquellos que contenian 4 % de paja
de sorgo mostré que, para todos los tiempos de exposicidon considerados, la poblacion final
en las plantas que recibieron indculo no expuesto a la enmienda con sorgo superd
significativamente (P < 0,05) a aquéllas en que el indculo se mantuvo con 4 % de paja de
sorgo (Tabla 4.14). La comparacion también mostrd que la poblacién final relativa en los
tratamientos control superd significativamente (P < 0,05) a la de los tratamientos que
contenian 4 % de paja de sorgo cuando los tiempos de biofumigacion fueron de 5 dias y 60
dias. No se comprobaron diferencias significativas (P > 0,05) cuando el tiempo de

exposicion fue de 15 dias.

La poblacién final de nematodos en el bioensayo fue significativamente mayor (P <
0,05) para el indculo sometido a los tratamientos con enmienda de 2 % de paja de sorgo
que para el que contenia 4 % de paja de sorgo cuando los tiempos de exposicion fueron de
0 dias y 15 dias (Tabla 4.14). No se observaron efectos significativos (P > 0,05) sobre la
poblacién final de nematodos entre el indculo expuesto a 2 y 4 % de sorgo cuando la
biofumigacion se prolongd durante 5, 30 y 60 dias. La poblacién final relativa alcanzada con

indculo expuesto a tratamientos con 2 % de paja de sorgo resultd significativamente
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superior (P < 0,05) a la que se obtuvo en los adicionados con 4 % sorgo y cubiertos con
plastico. No se registraron diferencias significativas (P > 0,05) entre la adicion de 2 % de
paja de sorgo y la adicion del 4 % del mismo material pero sin cobertura plastica.

4.4. DISCUSION

4.4.1. EXPERIMENTOS DE SOLARIZACION

4.4.1.1. Temperatura del suelo

La aplicabilidad técnica de la solarizaciéon y su eficiencia como método de
desinfestacion estan condicionadas por la meteorologia del lugar de uso. Cabe considerar,
en principio, que variables climaticas dependientes de la latitud, como son las referidas a la
radiacién solar, resultan fundamentales para la estimacion del comportamiento térmico de
los suelos sometidos a solarizacion (Mahrer, 1979; Wu et al,, 1995). La gran mayoria de los
lugares donde se ha aplicado con éxito la solarizacion se hallan en la franja situada
aproximadamente entre los 40 °N y los 40 °S (Katan, 1987) y las regiones situadas fuera de
este franja se consideran areas marginales, donde es necesario implementar técnicas
especiales y extremar los cuidados en la eleccion de la época del afio mas apropiada
(Horiuchi, 1984; Lazarovits et al, 1991; Tamietti y Valentino, 2000). Las areas
circunmediterraneas aparecen como particularmente apropiadas para la implementacion de
tecnologias dependientes de la energia solar. Fue dentro de esta regidn, en Israel, donde la
solarizacion fue inicialmente desarrollada y puesta a punto (Katan et al., 1976). Posteriores

estudios llevados a cabo en otras localidades del area confirmaron la aptitud del ambiente

mediterraneo para emplear la solarizacion método de desinfestacion de suelos y otros
sustratos (Besri, 1983; Cartia, 1989). En particular, las condiciones del clima estival en
Andalucia, caracterizadas por altas dotaciones de radiacion solar global y elevadas
temperaturas diurnas (Fernandez Alvarez, 2001), contribuyen a valorar la aptitud de esta
zona para la implementacion con éxito de la solarizacién. Numerosas investigaciones previas
avalan con los resultados obtenidos en diversos patosistemas esta valoracion (Gonzalez-
Torres et al., 1993; Melero-Vara et al., 1995; Lépez-Herrera et al., 1996; Lopez-Escudero y
Blanco-Lopez, 2001). Cabe, por otra parte, remarcar que la aptitud regional de Andalucia
para la aplicacién de la solarizacion se refuerza por las condiciones particulares del clima
mediterraneo, caracterizado por bajas tasas estivales de nubosidad y pluviometria, en

contraste con otras areas de latitud similar donde la interrupcién de los ciclos de
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calentamiento en dias nubosos o lluviosos compromete parcialmente la eficacia de la practica
(Heald y Robinson, 1987).

Los registros térmicos obtenidos en nuestro trabajo confirman estas presunciones,
ya que en las condiciones de los experimentos se consiguid un calentamiento del suelo
mayor que el obtenido en otras areas bajo condiciones similares. Las maximas medias
diarias registradas a 20 cm de profundidad en el suelo solarizado (47,4 °C durante el ano
1999 y 48,2 °C durante el afio 2000) superan en mas de 8 °C a las obtenidas a esa
profundidad en Texas (Heald y Robinson, 1987), India (Gaur y Dhingra, 1991) o el centro-
norte de Chile (Herrera et al, 1999). Los incrementos de temperatura que se alcanzaron en
nuestro estudio en el suelo solarizado comparado con el que no lo fue resultan similares a
los registrados en las localidades mencionadas, pero las ganancias netas de temperatura
tienen lugar sobre suelos que, en condiciones naturales, ya presentan temperaturas mas
altas. La capacidad de la cubierta plastica de servir como pantalla de retencion de la
radiacion de baja longitud de onda resulta, por lo tanto en las condiciones de nuestro
trabajo, adecuada y suficiente. Cabe auspiciar que la solarizacion efectuada en Andalucia en
los meses de mayor insolaciébn no requiera el empleo de ninguna de las tecnologias
especiales recomendadas en otras situaciones, tal como el uso de materiales plasticos de
mejor comportamiento que el polietileno (Cascone et al., 2000), o la disposicion de dobles
capas de este material (Raymundo y Alcazar, 1986). Estas alternativas podrian constituir,
para un ambiente como el de Andalucia, opciones apropiadas en meses considerados

subdptimos para la solarizacién, como junio o septiembre.

El efecto de la solarizacion del suelo sobre M. incognita se estudid, en nuestro
trabajo, utilizando muestras de huevos contenidas en bolsas de malla de nylon que los
mantenian separados del resto del suelo. Es licito suponer que esta disposicion del indculo
pudiera haber determinado diferencias importantes entre la temperatura registrada en el
interior de las bolsitas y la alcanzada en el suelo circundante. Sin embargo, los registros de
temperatura muestran que, en ningun caso, la temperatura media en los ambientes difirié en
mas de 1 °C. Las condiciones de temperatura que tuvieron lugar en el interior de las
bolsitas pueden considerarse similares a las que ocurrieron en el suelo y que, por lo tanto, el
efecto bioldgico provocado sobre el indculo hubiera sido similar si éste hubiese estado libre.
Se confirman asi los resultados obtenidos por Raymundo et al. (1986a), que emplearon una
forma similar para la disposicion del indculo y pudieron registrar adecuadamente el efecto de

los tratamientos.

Tradicionalmente, la solarizacion ha sido aplicada sobre suelo dispuesto en forma
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horizontal. En estas condiciones la inclinacién con que los rayos solares inciden sobre la
superficie del suelo es constante. En las condiciones de nuestro estudio, con el suelo
dispuesto en monticulos cdnicos, el angulo de incidencia de la radiacion solar varié segun el
sector del monticulo solarizado que se considerara. En el centro del monticulo la superficie
del suelo y la pelicula plastica que lo recubrid quedaron dispuestos de forma horizontal,
mientras que en la parte externa la superficie adoptd una pendiente cercana a los 45 °C.
Esto determind, por una parte, que la radiacidn solar incidiera en el centro del monticulo
formando un angulo casi perpendicular con la superficie y que en la parte externa formara
un angulo mayor. Con ello, en este Ultimo sector del monticulo tuvo lugar un mayor albedo
o reflexion que debid repercutir en una menor transmitancia de la radiacidon solar incidente
hacia el interior (Mahrer, 1979). Por otra parte, los sectores de la parte externa del
monticulo orientados hacia el norte quedaron necesariamente sombreados durante alguna
parte del dia, mientras que el centro resultd permanentemente expuesto a la radiacion. Esta
diferencia en la captacién de energia radiante necesariamente influye sobre el incremento
térmico que se alcanza en cada uno de los sectores del monticulo y asi lo confirmaron los

resultados obtenidos en el primer experimento de solarizacion.

Suele mencionarse, como limitacion al empleo de la solarizacidon, que el aumento de
las temperaturas no alcanza niveles suficientes en todo el espesor de suelo que requiere ser
desinfestado. Greco et al (1985), por ejemplo, sitan en los 25 cm de profundidad el
umbral por debajo del cual la solarizacion no es efectiva sobre huevos de Heterodera carotae
Jones, mientras que Lazarovits et a/ (1991) afirman que, en las condiciones de Canad3, la
solarizacién solo consigue desinfestar los primeros 10 cm de suelo. En las condiciones de
nuestro estudio las temperaturas maximas a los 20 cm de profundidad en el centro del
monticulo superaron ampliamente a las registradas a los 40 cm pero las temperaturas
medias resultaron similares, ya que a la mayor profundidad el intervalo de variacidon térmica

fue mas estrecho.

4.4.1.2. Efecto de los tratamientos sobre la viabilidad e infectividad del

inoculo

La solarizacion esta considerada en términos generales como un método adecuado
para la desinfestacion de suelos o sustratos que contienen nematodos fitoparasitos. (Katan,
1987; Maas, 1987; Noling, 1995; Whitehead, 1998). Sin embargo la eficacia de la practica
sobre ciertas especies de nematodos ha sido puesta en entredicho y algunos autores, en

particular, admiten que los resultados del control sobre Meloidogyne spp. resultan erraticos e
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inconsistentes (Katan, 1981; Katan, 1987; Madulu y Trudgill, 1994). En tanto que algunos
trabajos mencionan excelentes resultados en el control de Meloidogyne spp. mediante
solarizacion (Cartia y Greco, 1987; Raymundo et al, 1986b) otros, en cambio, refieren no
haber conseguido control eficiente (Overman, 1981) o haber encontrado limitaciones serias,
tal como la falta de efecto por debajo de los 10 cm de profundidad (Gaur y Dhingra, 1991;
Herrera et al, 1999) o una importante correlacion entre la eficacia del tratamiento y la
textura del suelo (Stapleton et al, 1987). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo
muestran que, bajo las condiciones ambientales propias de Cérdoba durante los meses de
julio y agosto, la solarizacidn logra un control satisfactorio de M. incognita en monticulos de
sustrato viveristico. En efecto, todas las comparaciones efectuadas en los dos experimentos
realizados muestran que tanto la viabilidad como la infectividad del inéculo en las estaciones
solarizadas fueron significativamente inferiores a las registradas en las correspondientes
estaciones no solarizadas. Cabe, por otra parte, resaltar que en el presente trabajo el efecto
de control sobre el nematodo se alcanzé al cabo de un periodo extremadamente corto de
exposicion al tratamiento (6 dias), en contraste con lo registrado en otros estudios y
condiciones, donde niveles similares de control requirieron hasta 2 meses de solarizacién

(Overman y Jones, 1987; Raymundo et al., 1986).

Como hemos sefialado en el apartado anterior, la solarizacién se ha efectuado
tradicionalmente sobre suelo dispuesto en forma horizonta y ha sido concebida
fundamentalmente como una técnica para la desinfestacion in situ. La posibilidad de
solarizar pequefios volumenes de sustrato viveristico contenidos en estructuras
tridimensionales selladas, es una variante de la técnica desarrollada mas recientemente y
menos explorada en sus posibilidades (Giblin-Davis y Verkade, 1988, Stapleton et al.. 1999).
Hemos sefalado previamente que la dificultad para lograr el calentamiento en el interior y en
las dreas que permanecen sombreadas durante alguna parte del dia confieren dudas sobre
las posibilidades de eficacia del método estudiado. Sin embargo, los antecedentes muestran
que, cuando la operacion se realiza bajo condiciones climaticas adecuadas y con la
tecnologia apropiada, se consigue la desinfestacion del volumen completo del sustrato.
Stapleton et al (1999) consiguieron resultados satisfactorios en California, aplicando la
solarizacion sobre pequefios volimenes de sustrato viveristico destinados a ser empleados
en viveros de olivo. Los resultados del presente trabajo muestran que la solarizacién de
sustrato viveristico ex sitv en monticulos es también totalmente posible en las condiciones
estivales de Cdérdoba, incluso considerando que el espesor del suelo hasta donde se realiza la
evaluacion es dos veces mayor que el considerado anteriormente (20 cm, en el trabajo de

Stapleton et al. (1999), contra 40 cm, en nuestro caso).
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En condiciones naturales los huevos de Meloidogyne spp. contenidos en masas
pueden constituir una fraccion importante del indculo del nematodo presente en sustratos
viveristicos, y se impone, por lo tanto, asegurar que los métodos desinfestantes a adoptar
sean eficaces sobre este tipo de propagulo. La matriz gelatinosa que recubre los huevos en
este género de nematodos tiene como funcién fundamental proteger a los mismos de la
desecacion (Wallace, 1968; Orion, 1995) Sin embargo, también se ha comprobado que
contribuye a mantener la viabilidad de los huevos frente a otros agentes de estrés tal como
la congelacién (Vrain, 1978), el parasitismo microbiano (Orion y Kritzman, 1991; Sharon y
Spiegel, 1993), la accién de enzimas (Punja y Zhang, 1993) y nematicidas sintéticos
(Mojtahedi et al., 1991b), y se ha sugerido que puede tener un efecto protector frente a las
altas temperaturas (Daulton y Nussbaum, 1961). Los resultados del presente trabajo
muestran que la matriz gelatinosa aumenta la supervivencia de los huevos en aquellas
estaciones situadas a 20 cm sobre los tratamientos no solarizados. Probablemente, esto
obedezca a que el sector externo del monticulo es el mas expuesto a la desecacién y es en
esa condicion donde la matriz gelatinosa puede mostrar todo su potencial como agente de
proteccion. No se produjo, en cambio, un comportamiento diferencial en las estaciones
situadas a 40 cm en suelo sin solarizar, donde las temperaturas fueron mas estables y el
suelo permanecié con mayor contenido de humedad. Tampoco se observaron diferencias
entre la supervivencia de los huevos libres y los contenidos en masas en ninguna de las
estaciones colocadas en suelo solarizado. Esto sugiere que la matriz gelatinosa no protege a
los huevos frente al efecto letal de las altas temperaturas que se alcanzan en la solarizacion
bajo las condiciones de nuestro ensayo. Resulta apropiado especular que modificaciones
adaptativas como la que representa la disposicion de huevos en una matriz gelatinosa
puedan adecuarse a las condiciones extremas propias del ambiente evolutivo. Sin embargo,
temperaturas tan extremas y durante lapsos de tiempo tan prolongados como los que
impone la solarizacion en las condiciones de nuestro ensayo escapan claramente a la
situacion mas extrema que, previsiblemente, se le pueda haber impuesto a estos nematodos

durante su evolucion.

Los datos correspondientes a los tratamientos no solarizados indican que, si bien no
se produjeron los descensos bruscos que ocurrieron en la solarizacion, a medida que
aumento el tiempo de permanencia en el monticulo la viabilidad del inéculo disminuyé de
manera proporcional. Este hecho confirma evidencias experimentales anteriores, en las que
menciona que, aun sin alcanzar temperaturas que superaran el umbral letal, la permanencia
prolongada a temperaturas moderadamente altas causa importantes reducciones en la

viabilidad de los huevos de Meloidogyne spp. (Bergeson, 1959; Daulton y Nussbaum, 1961;
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Bird, 1974; Stephan, 1982). Por otra parte, hay que tener en cuenta que el consumo de las
reservas metabdlicas de las que el huevo debe disponer hasta emerger e infectar un
huésped susceptible, presenta una tasa mas elevada cuanto mayor sea la temperatura.
Estos hechos presentan importantes implicanciones desde el punto de vista practico. En
regiones de clima mediterraneo, caracterizadas por altos aportes de radiacion solar durante
el periodo estival, la exposicién al sol de sustratos infestados puede reducir de manera
importante la concentracion de inéculo de nematodos fitoparasitos en relativamente poco
tiempo aun sin recurrir al sellado con plastico. La eficacia de esta particular “solarizacién” de
suelos sin cobertura plastica fue comprobada en Uzbekistan durante el periodo estival sobre
Meloidogyne spp. (Rizaeva, 1983). Aruntyunov (1985) en Turkmenia, durante los meses
de julio y agosto, consiguid desinfestar un suelo que contenia M. arenaria, M. incognitay M.
Jjavanica colocandolo sobre una superficie de hormigdn en una capa de 15 cm de espesor y
exponiéndolo a la radiacion solar sin cubrir. Esta posibilidad merece ser considerada si
alguna circunstancia hace impracticable la solarizacién convencional.  Por ultimo, y como
regla practica de aplicacién general, hay que resaltar que cuanto mayor sea el periodo que
transcurra entre la extraccion del sustrato y el comienzo de la crianza de los plantones de
olivo, menor sera la posibilidad de que haya indculo viable para infectar al planton. En
sustratos viveristicos que provengan de la extraccion de suelo de un terreno natural, si
suponemos que con posterioridad a la extraccién no se permite el crecimiento de malas
hierbas, la densidad de indculo se ira reduciendo sostenidamente hasta que no exista sobre

el suelo otro huésped susceptible, en este caso el olivo.

El presente trabajo evalud el potencial de la solarizacibn como método de
desinfestacion de suelos que contenian M. incognita. Cabe, por consiguiente, preguntarse si
este método, que demostrd su eficacia en esta condicidn, resultaria igualmente apropiado en
sustratos que contuvieran otros nematodos fitoparasitos de importancia econdmica para el
olivo. La experiencia de Stapleton ef al (1999) brinda un argumento a favor de una
respuesta positiva a esta pregunta, ya que en su experimento los autores consiguieron
controlar a 7. semipenetrans, P. vuinusy C. xenoplax en condiciones bastante similares a las
nuestras. Por otra parte los resultados de Teva (2000) demuestran que A. vuinus puede
controlarse con exposiciones de 2-4 min a 45 ©°C, una condicidn que se cumple
sobradamente en los sectores superficiales de los monticulos solarizados en nuestro
experimento. La posibilidad de controlar adecuadamente a Pratylenchus spp. en el interior
del monticulo deberia ser confirmada, pero cabe esperar que ocurra ya que los
requerimientos térmicos para el control de M. incognita comprobados por Noling (1997) son

mas exigentes que los que hallé Teva (2000) en el trabajo mencionado. En cuanto a la
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posibilidad de que la solarizacion controle adecuadamente, en las condiciones de nuestro
ensayo, otros patdgenos de importancia para el olivo, los favorables resultados obtenidos

sobre V. dahliae (Bejarano, datos no publicados) parecen confirmarla.

4.4.2. EFECTO PROTECTOR DE LA MICORRIZACION

4.4.2.1. Efecto de la micorrizacion sobre el crecimiento de las plantas no

inoculadas

Los resultados del primer experimento sobre las plantas no micorrizadas confirman
parcialmente los resultados que se obtuvieron en la prueba de patogenicidad descritos en el
Capitulo precedente. En efecto, el parasitismo de M. incognitay P. vulnus en plantones de
olivo ‘Picual’ y ‘Arbequina’, origind una reduccion significativa del crecimiento del diametro
caulinar, con respecto al control no inoculado. En cambio, si bien se volvid a observar que el
parasitismo por los nematodos afecta significativamente el incremento del nimero de nudos
en el tallo, contrariamente a lo que se observd en el ensayo de patogenicidad, este efecto
se presentd sobre ‘Picual’ y no sobre ‘Arbequina’. En el segundo experimento no se
reprodujeron los efectos negativos del parasitismo por los nematodos sobre el crecimiento
de las plantas respecto de los controles no inoculados. Esta aparente falta de consistencia
entre los resultados en los diferentes experimento puede responder a diferencias entre el
material vegetal empleado en ellas.

La inoculacién con los hongos micorricos promovieron el crecimiento de las plantas
de olivo en el primer experimento. Este hecho constituye un aporte suplementario a otras
evidencias experimentales que refieren la importancia de las micorrizas en el establecimiento
de frutales obtenidos por micropropagacion (Fortuna et al, 1996; Monticelli et a/., 2000;
Wang et al, 1993). Sin embargo, resulta de particular interés tratandose del olivo, una
especie lefosa sobre la cual los beneficios de las micorrizas estan, en términos relativos,
poco considerados (Roldan-Fajardo y Barea, 1986). La promocion del crecimiento en plantas
de vivero mediante estas asociaciones simbidticas constituye constituye una alternativa

prometedora en favor de la precocidad.

El andlisis discriminado mostrd que la micorriza C, constituida por una mezcla de de
inéculo de G. intraradicesy G. fasciculatum, era la que mostraba mayor efecto promotor del
crecimento. En el primer experimento esta micorriza fue en efecto, la Unica que promovio el
crecimiento en ambos cultivares y la que determind, sobre ‘Arbequina’, crecimientos

significativamente mas altos que los controles en mayor nimero de parametros. Estos
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resultados se confirmaron en el segundo experimento. El mejor comportamiento de esta
micorriza puede obedecer al hecho de que provenga de un indculo mixto compuesto por la
mezcla de dos hongos micorricicos. Se ha sefialado que la inoculacién con este tipo de
micorrizas resulta recomendable, ya que constituye una aproximacion apropiada a la
condicién natural de los agroecosistemas que contienen comunidades poliespecificas de
hongos micorricicos vesiculo-arbusculares (Schenck y Kinloch, 1980). Ciertos estudios
muestran que las micorrizas multiples promueven el crecimiento en mayor medida que los
aislados constituidos por una Unica especie de hongo micorricico (Daft Y Hogarth, 1983;
Koomen et al, 1987). Cabe especular que su mejor comportamiento responde a su
diversidad, la cual le permitiria acceder una mayor ocupacién de nichos y una mejor
exploracion  rizosférica. Por otra parte, algunos antecedentes refieren el mejor
comportamiento de las micorrizas mixtas frente a condiciones particulares de estrés, como la
presencia en el suelo de fungicidas (Schreiner y Bethlenfalvay, 1997). Sin embargo, si bien
el principio de eleccién de micorrizas mixtas puede servir como criterio orientativo, no hay
que dejar de considerar que cada combinacion de planta huésped y tipo de suelo presenta
una respuesta particular y en ciertas ocasiones ocurre que las micorrizas monoespecificas

promueven el crecimiento vegetal en mayor medida (Yocom, 1985; Davies et al., 2000).

La micorriza E, G. intraradices, promovid el crecimiento de los plantas no inoculadas
con nematodos Unicamente en ‘Arbequina’, lo que sugiere que su aptitud pudiera ser
“cultivar-dependiente”.  Si bien se reconoce que, en términos estrictos, no existe
especificidad en la asociacion entre micorrizas y plantas huéspedes, se admite que diferentes
especies de plantas, o incluso diferentes cultivares dentro de una misma especie, pueden
presentar gran variacion en su susceptibilidad ser infectados por un determinada especie de
endomicorriza (Azcon y Ocampo, 1981). Esto puede traducirse, a su vez, en diferencias en
la compatibilidad funcional de las simbiosis micorricicas (Gianinazzi-Pearson, 1984) y
provocar que la efectividad de una micorriza sobre diferentes genotipos de una misma planta
huésped no sea la misma (Sylvia, 1998), tal como sugieren los resultados de nuestro trabajo.
Esta amplitud en el rango de respuesta funcional de diferentes plantas a diferentes
asociaciones con hongos endomicorricicos también explica que la micorriza M, G. mossae, no
determinara ninguna de las promociones de crecimiento verificadas con las micorrizas C y E.
Pérez (2000) comprobd la eficiencia de G. mossae como indculo micorricico de plantas de
‘Picual’ y ‘Arbequina’ en dos sustratos de crianza diferentes, arena y compost comercial. En
contraste con nuestros resultados, el autor comprobd que la micorrizacion sobre sustrato
inorganico determinaba en ‘Picual’ incrementos de la longitud del tallo significativamente

mayores que los verificados en el control. A su vez la micorrizacion determind en su trabajo
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incrementos significativos en la masa radical de ambos cultivares. Esta discrepancia en los
resultados puede obedecer a diferencias entre los niveles de colonizaciéon de la raiz que se
presentaban en ambos experimentos. Este pardmetro no fue evaluado en nuestro trabajo y

eso impide comparar adecuadamente ambas situaciones.

4.4.2.2. Efecto de la micorrizacion sobre el crecimiento de las plantas

inoculadas

Las endomicorrizas protegen a las plantas del perjuicio causado por diversos
patdgenos, y ésta parece ser una de las funciones fundamentales de estas consociaciones en
los ecosistemas (Newsham et al, 1995; Sylvia y Chellemi, 2001). El fenédmeno de la
proteccion por micorrizas contra estreses provocados por patdgenos de suelos estd
ampliamente reconocidos en enfermedades flngicas (Kaye et al, 1984), si bien también
existen multiples referencias al mismo en patosistemas constituidos por nematodos (Francl,
1993). Los experimentos llevados a cabo en el presente trabajo empleando plantas
micorrizadas muestran que este efecto protector tiene lugar en el olivo, aunque su
ocurrencia en cada caso particular depende del cultivar, la micorriza y la especie de

nematodo que se consideren, tal como discutiremos a continuacion.

El primero de las experimentos mostrd que la micorriza C protege tanto a
‘Arbequina’ como a ‘Picual’ del efecto patogénico de M. incognita sobre el crecimiento de los
plantones, mientras que el segundo confirmd este resultado sobre ‘Picual’ y lo hizo extensivo
respecto a M. javanica. Puede afirmarse incluso que el efecto protector de la micorriza C
superd al que cabe esperarse en este tipo de interacciones. Francl (1993) afirma, como
regla general, que las plantas micorrizadas infectadas por nematodos rinden mas que las no
micorrizadas infectadas por éstos pero menos que las micorrizadas no infetadas. La
tendencia general de nuestros resultados muestra que el efecto de la micorriza C sobre el
patosistema olivo- Meloidogyne coincide con la primera premisa y ésta en desacuerdo con la
segunda, determinando asi un resultado mejor al que cabia pronosticar. Cabe especular que
el destacable comportamiento de esta micorriza mixta frente a la patogenicidad provocada
por Meloidogyne spp. resida en la aptitud particular de cada una de las especies que la
componen o que ésta pudiera deberse al efecto sinérgico de la combinacion. La primera de
las hipdtesis se refuerza con antecedentes experimentales obtenidos en plantas herbaceas.
En efecto, la micorrizacion con G. fasciculatum mostrd proteger a las plantas del efecto
patogénico de Meloidogyne spp. en cebolla (Allium cepa L.) (Kotcon et al., 1985; McGuidwin

et al., 1985) y algoddn (Saleh y Sikora, 1984), mientras que un comportamiento similar pudo
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observarse con G. intraradices en algodon (Smith et al, 1986) y melon (Cucumis melo L.)
(Heald et al, 1989). Sin embargo la respuesta de los patosistemas constituidos por
Meloidogyne spp. y huéspedes lefiosos a estas dos especies de micorrizas no resulta tan
clara. Por una parte encontramos antecedentes que refieren la ausencia de efecto protector
como el recogido por Atilano et al. (1981) en plantones de vid inoculados con M. arenaria y
micorrizados con G. fasiculatus o el que surge de nuestro trabajo, donde la micorriza E,
constituida por indculo monespecifico de G. intraradices, sélo restringio el efecto patogénico
de M. incognita en ‘Arbequina’. Estos fracasos en conseguir un efecto consistente de
proteccion frente a Meloidogyne spp. con indculos micorricicos monoespecificos de G.
fasiculatum o G. monoradices parecen apoyar la segunda de las hipotesis acerca que de la
buena aptitud de la micorriza C puede ser debida a su condicion de micorriza mixta. La
formulacion de indculos poliespecificos ya habia sido sugerida en varias ocasiones como un
enfoque apropiado para conseguir una mejor proteccién de las micorrizas contra nematodos
fitopatdogenos (Cooper y Grandison, 1986; Grandison y Cooper, 1986). Los resultados de
Calvet et al. (2001) muestran que este criterio puede ser aplicable en frutales, ya que en su
trabajo consiguen proteger a plantones de melocotonero del efecto patdgenico de M.
Jjavanica mediante la inoculacién con una micorriza mixta compuesta por G. intraradices, G.

mosseae, y G. etunicatum Becker y Gerdemann.

Por Ultimo el cuadro de variabilidad en el comportamiento de las plantas de olivo
micorrizadas frente a Meloidogyne spp. se completa con los resultados obtenidos en el
presente trabajo con la micorriza M, G. mosseae, que no protegid ni a ‘Picual’ ni a
‘Arbequina’ del efecto patogénico de M. incognita. Este resultado, que resulta mas dificil de
contrastar con antecedentes experimentales debido a la escasez de trabajos en los cuales se
haya empleado a esta especie, se contrapone con los resultados de O “Bannon et a/. (1979),
que refieren haber protegido adecuadamente a plantones de limén del efecto patogénico de
7. semipenetrans mediante la inoculacién con G. mosseae. Esta especie, por otra parte, es
una de las que integra la micorriza mixta empleada por Calvet et a/ (2001) para proteger al
melocotonero. Sin embargo, como hemos referido, en este caso particular la aptitud de la
micorriza puede obedecer a su naturaleza de poliespecifica y no cabe, por lo tanto, concluir

que G. mosseae por si sola pudiera haber tenido un comportamiento apropiado.

La premisa de Francl (1993) acerca de la tendencia general del crecimiento de las
plantas micorrizadas en respuesta a la coinfeccion con nematodos, se cumplié con P. vuinus
en nuestro ensayo solo parcialmente. En todos los casos, efectivamente, las plantas
micorrizadas e inoculadas con el nematodo crecieron menos que los correspondientes

controles micorrizados no inoculados. En cambio, el otro tipo de respuesta previsible que es
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la que evidencia la ocurrencia de un mecanismo de proteccion (mayor crecimiento en las
plantas micorrizadas e inoculadas que en las inoculadas sin micorrizar), sélo tuvo lugar en
‘Picual’ y cuando se empled la micorriza C, sin que se pudiera comprobar su ocurrencia en
ninguna de las otras cinco combinaciones posibles de cultivar y micorriza. Estos resultados
que, en primera instancia, se contraponen a nimerosos antecedentes que refieren cédmo las
micorrizas reducen las mermas de crecimiento en frutales coinfectados por nematodos
endoparasitos migratorios con respecto a los controles no micorrizados (Pinochet et al.,
1996), constituyen una evidencia adicional acerca de la complejidad del fendmeno y
confirman la necesidad de sequir explorandolo dentro de una abanico mayor de condiciones.
A este respecto cabe mencionar que existen factores del disefio experimental no
considerados como variables en nuestro trabajo, que condicionan profundamente la
respuesta de los patosistemas planta-nematodo a la micorrizacion, como son el nivel de
indculo, la fertilidad del suelo, el porcentaje de tejido radical infectado por la micorriza y la
duraciéon del lapso de tiempo transcurrido entre la micorrizacion y la inoculacion con el
nematodo (Smith, 1987).

Estd comprobado que factores densidad-dependientes afectan la respuesta de
plantas herbaceas micorrizadas a la infeccion por nematodos (McGuidwin et al., 1985) vy, si
bien esto mismo no pudo comprobarse en frutales (Smith y Kaplan, 1988), cabe especular
que niveles de proteccion que no se consiguen con densidades de indculo relativamente
altas pueden lograrse cuando las poblaciones del agente son menos nimerosas. La dotacion
de P es otro de los factores que afecta la respuesta de plantas micorrizadas a la infeccion
por nematodos. La contribucion de las micorrizas a la tolerancia de las plantas frente a la
infeccién por nematodos reside en gran medida en la capacidad de estos simbiontes de
mejorar la absorcion de P por parte del huésped. Se ha comprobado que en frutales
infectados por nematodos endoparasitos migratorios el efecto protector de las micorrizas
frente a la accion de nematodos, que se verifica en condiciones de baja dotacién de P, puede
no producirse cuando los niveles de este nutriente son adecuados (Smith y Kaplan, 1988;
Calvet et al., 1995; Pinochet et al, 1996c; Pinochet et a/, 1998). Cabe suponer, en las
condiciones de nuestro estudio, que por mas que el P fuese anadido a la solucién nutritiva
en una concentracion inferior a la habitual, la aportacion de este nutriente haya quedado por
encima del umbral que posibilita la expresion del efecto protector de las micorrizas contra la
infeccién por nematodos endoparasitos migratorios. Esta hipotesis se ve reforzada por el
hecho de que todos los frutales, y el olivo en particular, se muestran como cultivos con muy
bajos requerimientos de este nutriente (Fernandez-Escobar, 1998). Resulta apropiado

suponer, por otra parte, que en aquellos casos donde el efecto protector de la micorriza es
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cultivar-dependiente ello obedezca a diferencias en el requerimiento de P entre ‘Picual’ y
Arbequina’.

La ocurrencia del mecanismo de proteccion de las micorrizas frente al dafio
provocado por nematodos fitopatdgenos puede depender de otro factor no considerado en
nuestros experimentos como es el nivel de colonizacidn de la raiz. Se presume que este
factor puede condicionar la aparicion del fendmeno, desde el momento en que se asume que
una competencia por espacio puede ser la que determine reducciones en la tasa de infeccion
por parte del nematodo. Esta hipotesis recoge evidencias experimentales en contra y a
favor, ya que mientras algunos trabajos concluyen que la proteccion contra el nematodo es
independiente del porcentaje de raiz colonizada por la micorriza (Smith et al, 1986;
Zambolin y Oliveira, 1986; Cooper y Grandison, 1987), otros autores encuentran que el
efecto protector solo se verifica cuando el porcentaje de micorrizacion excede un
determinado umbral (Saleh y Sikora, 1984; Smith, 1987).

Cabe, por ultimo, mencionar una Ultima restriccién a la extrapolacién de nuestros
resultados a condiciones reales de vivero, que es el hecho de haber realizado el experimento
sobre sustrato pasteurizado. Esto impide conocer el papel que podrian representar en el
sistema las micorrizas indigenas presentes de manera espontanea en un sustrato no esteéril.
La revision de los antecedentes nos brinda algunos indicios sobre en este sentido.
Sieverding (1991) destaca que las micorrizas indigenas, mejor adaptadas a las condiciones
ambientales propias del sustrato, pueden resultar mas apropiadas que los aislados
micorricicos introducidos y Pinochet et a/ (1996c) resaltan este hecho como un criterio
importante en la formulacién de practicas de proteccién de frutales basadas en estas
simbiosis mutualistas. Este criterio general, de cualquier forma, requiere ser refrendado
experimentalmente para cada condicion particular ya que, en ciertas condiciones, las
micorrizas aldctonas se comportan mas adecuadamente que aquéllas que ya estan presentes

en el suelo o el sustrato (Calvet et al, 2001).

4.4.2.3. Efecto de la micorrizacion sobre la reproduccion de los nematodos

Los resultados de la reproduccion de los nematodos en plantones de ‘Arbequina’ en
el primer experimento no permiten distinguir una tendencia clara acerca del efecto de la
micorrizacion sobre los parametros considerados. Soélo pudo comprobarse la mayor
reproducciéon de P. vuinus en las plantas micorrizadas con las micorrizas C y M, que en las
plantas control no micorrizadas. Esta promocion de la reproduccion del nematodo en las

plantas micorrizadas contribuye a explicar parcialmente porque no se detectd efecto
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protector frente a P. vuinus en ‘Arbequina’.  No cabe atribuir este hecho a la presencia de
un sistema radical mas abundante en las plantas micorrizadas, ya que el peso fresco final de
la raices no presentd diferencias significativas entre las plantas micorrizadas y las no
micorrizadas. Un resultado de estas caracteristicas no registra antecedentes y merece ser
confirmado en nuevos experimentos. La literatura menciona que la tasa de reproduccion de
nematodos endoparasitos en huéspedes lefiosos micorrizados es inferior a la que se registra
en los controles no micorrizados (Smith y Kaplan, 1988; Pinochet et a/, 1993b, 1995a), o
bien similar (Camprubi et al., 1993; Calvet et al., 1995; Pinochet et al., 1995b).

La micorrizacion de ‘Arbequina’ no afectd significativamente ninguno de los
parametros de reproduccion de M. incognita durante el primero de los experimentos, ni
siquiera en aquellos casos donde se habia comprobado efecto sobre el crecimiento de las
plantas. Este hecho sugiere que las micorrizas C y E, que protegieron a ‘Arbequina’ del
efecto patogénico del nematodo, lo hicieron a través de un mecanismo de incremento de la
tolerancia; vale decir que las micorrizas compensan el deterioro funcional que provoca el
nematodo sobre la raiz y determinan que el crecimiento no se vea reducido pero sin afectar
la infeccidn por parte del nematodo ni su posterior desarrollo y reproducciéon. Habitualmente
se asigna al P un papel preponderante en estos mecanismos de compensacion (Smith, 1987;
Smith y Kaplan, 1988; Francl, 1993), si bien se admite que pueden contribuir la mejor
absorcion de algunos micronutrentes (Smith et a/., 1986) y del agua (Hayman, 1982). Para
la mejor comprensién de los mecanismos por los cuales las micorrizas aumentan la tolerancia
a los nematodos debieran plantearse condiciones experimentales donde se contemplaran
mas detalladamente niveles variables en la provision de determinados factores

potencialmente limitantes.

Los resultados de la reproduccion de nematodos sobre ‘Picual’ muestran que, en
este cultivar, la micorrizacién afectd el nivel de infeccidon de la raiz por parte del nematodo
casi en todos los casos, si bien la naturaleza del efecto varié de dependiendo de la especie
del nematodo y la micorriza. La micorriza C redujo significativamente la infeccidn tanto de A~.
vuinus como de M. incognita. Este resultado obtenido sugiere que, en el caso de ‘Picual’, la
inhibicién del nematodo podria ser un motivo concurrente a la tolerancia en la explicacion de
los mecanismos del efecto protector. Sin embargo las diferencias en la tasa de reproduccion
no resultan significativas. Esto nos indica que las diferencias en el nivel de infeccion
obedecen mas probablemente a diferencias en el tamafo del sistema radical. El sistema
radical de las plantas micorrizadas en el tratamiento 2 (plantas inoculadas con M. incognita 'y
sin micorrizar) es significativamente mas pequefio que en el tratamiento 5 (plantas

inoculadas con M. incognita y micorrizadas con la micorriza C) i.e., un nimero similar de
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juveniles emergidos a partir del indculo dispusieron en las plantas micorrizadas de una
superficie radical mayor y quedaron, por consiguiente, mas “diluidos” en el volumen total de
la raiz. La tendencia comprobada en el segundo experimento de micorrizacion, tanto con M.
incognita como con M. javanica, resulta idéntica. Una explicacion similar resulta aplicable
para P. vuinus, ya que en este caso el peso final de las raices en las plantas micorrizadas con
la micorriza C e inoculadas superd significativamente al de las plantas inoculadas sin

micorrizar.

La micorriza E promovid significativamente la infeccion de M. incognita y la
micorriza M promovid la de los dos nematodos. Estos resultados, que no se ajustan a las
patrones previsibles, pueden estar obedeciendo, del mismo modo que en el caso de las
plantas micorrizadas con la micorriza C, a diferencias en el volumen de la raiz disponible para
ser infectado por una misma cantidad de juveniles infectivos. En este caso, contrariamente
a lo que ocurrié con la micorriza C, las plantas micorrizadas disponian de un volumen radical

mas reducido.

4.4.3. EFECTO DE LA ENMIENDA DEL SUSTRATO CON COMPOST DE
CORCHO SOBRE LA PATOGENICIDAD DE M. INCOGNITA

La adicion de compost de corcho al sustrato afecté negativamente al desarrollo y
reproduccién de los nematodos en todos los parametros considerados y este efecto fue
mayor cuanto mayor fue la concentracion de compost en el sustrato. Este resultado viene a
confirmar la eficacia de las enmiendas organicas como alternativa adecuada a los métodos
tradicionales de desinfestacion de nematodos en suelos y sustratos agricolas (Akthar y Malik,
2000; D’ Addabo, 1995; Akthar y Alam, 1993; Rodriguez-Kabana et al, 1987; Muller y
Gooch, 1982). Cabe mencionar, en particular, el éxito obtenido en estudios en los que se
emplearon materiales semejantes al empleado en nuestro trabajo, bien por su origen —esto
es, residuos de la industria forestal o maderera (Miller et al., 1973; Huebner et al., 1983;
Roan et al.,, 1992)- o bien por su proceso de elaboracion previo al empleo como enmiendas,
vale decir compost aerdbicos (Van der Laan, 1956; McSorley y Gallaher, 1995).

Parece poco apropiado atribuir el fendmeno de supresién nematoldgica observado
en nuestro experimento a fendmenos de control biolégico. Muchos autores han encontrado
que la la adicidon de grandes volimenes de enmiendas organicas sirve como fuente nutritiva
para microorganismos antagonistas de nematodos que se prexisten en el suelo, y que este

fendmeno explica el control de en algunas ocasiones (Van der Boogert et a/., 1994; Godoy et
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al., 1983; Jaffee et al, 1994; Patel et al, 1991). Esta situacién no podria haber tenido
lugar en nuestro caso, ya que las enmiendas fueron agregadas a un sustrato pasteurizado.
Podria especularse que potenciales agentes de control bioldgico estuvieran presentes en el
compost y que éste hubiese servido como vehiculo de los mismos. La presencia de
antagonistas eficientes en las enmiendas afadidas al suelo puede conseguirse mediante la
inoculacion artificial de los mismos (Abu-Laban y Saleh, 1989), pero la ocurrencia
espontanea de una situacion de esta naturaleza es excepcional, estd comprobada de manera
incompleta y ha sido reportada en materiales organicos de constitucion bien diferente a la

del compost de corcho, como son estiércoles animales (Zhang y Noe, 1997).

La liberacion de NH,* a partir de la descomposicién microbiana de las enmiendas
constituye uno de los mecanismos de accién mas estudiados entre todos los que contribuyen
a explicar el efecto supresivo de los abonos organicos (Rodriguez-Kabana et al, 1987;
Stirling, 1991). Este situacion puede haber tenido lugar en nuestro experimento. Rodriguez-
Kabana et al,, (1987) afirman que el efecto nematicida de las enmiendas tiene lugar cuando
la relacion C/N de las mismas es inferior a 20. La enmienda empleada en nuestro caso

presenta una relacion C/N cercana a 15 (Ordovas, com. pers.).

En muchas ocasiones, el efecto nematicida de las enmiendas organicas responde no
a la liberacion de sustancias nitrogenadas inorganicas de bajo peso molecular, sino al
desprendimiento de compuestos organicos complejos derivados del metabolismo secundario
de las plantas superiores. Este fendmeno explica la supresividad que provocan los restos
vegetales de ciertas plantas acreditadamente nematicidas (Halbrendt, 1996). Mian vy
Rodriguez-Kabana (1982) demostraron que la eleccion de restos industriales con altos
contenidos de taninos y sustancias fenodlicas es un criterio apropiado para la formulacién de
métodos eficientes de supresion de nematodos mediante enmiendas organicas. Si bien no
existe una apropiada caracterizacién cuali-cuantitativa de los compuestos organicos
complejos presentes en el compost de corcho, si se sabe que el corcho comercial puede
poseer muiltiples sustancias fendlicas (Pefia-Neira et al, 2000; Varea et al, 2001) y que
algunos de los tejidos corticales que constituyen gran parte del residuo de su elaboracion
acumulan una importante cantidad de taninos. El efecto supresor verificado en nuestro

experimento puede obedecer también a la presencia de este tipo de sustancias.

En este sentido y en nuestro caso particular interesaria conocer si esta supresividad
atribuible a la presencia de sustancias fendlicas o tanicas responde simplemente a un efecto
directo sobre los nematodos o si también concurren en ella mecanismos indirectos mediados

por la respuesta del huésped, i.e., la generacion de resistencia adquirida. Se ha demostrado
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que las plantas que crecen en sustratos con altas concentraciones de sustancias fendlicas,
invariablemente incrementan el contenido de sustancias analogas en los tejidos radicales
(Alam et al.,1977; Sitaramaiah y Singh, 1978) y ésto determina que, en muchas ocasiones,
estas plantas registren tasas reducidas de infeccion por nematodos aun después de haber
sido transferidas a un sustrato sin enmiendas (Sitaramaiah y Singh, 1974; Singh et al,
1983). Si se corroborara que esta situacion ocurre efectivamente en nuestro caso, la
practica de desinfestacion de sustratos viveristicos mediante la adicion de compost de corcho
resultaria particularmente recomendable, ya que, al efecto probado de saneamiento se
anadiria uno suplementario de proteccién, i.e., la planta adquiriria una resistencia que le
permitiria hacer frente a potenciales infecciones posteriores al transplante en las primeras
etapas de desarrollo en el terreno definitivo, donde resulta importantisimo asegurar una
adecuada implantacion. La comprobacion experimental de la presunta presencia de
mecanismos de induccién de resistencia aparece, por lo tanto, como un objetivo primordial a
ser considerado en el disefo de los experimentos que vayan a ser planteados a futuro dentro

de esta linea de investigacion.

La fitotoxicidad de las enmiendas organicas se menciona a menudo como una de las
limitantes mas importantes a su utilizacion en el control de enfermedades (Rodriguez-Kabana
et al, 1987; Lazarovits et al, 2000). En particular, y si nos restringimos a materiales
analogos al empleado en nuestro ensayo, la aparicion de este tipo de fendmenos ha sido
descripta en materiales caracterizados por altas concentraciones de tanino (Mian y
Rodriguez-Kabana, 1982). Sin embargo, tradicionalmente se asume que la fase de
estabilizacion previene la fitotoxicidad en los materiales sometidos a proceso de compostaje
aerobico (Haugh, 1993; Paredes et al, 2000). Por otra parte, la posibilidad de que
existieran efectos de esta naturaleza en el compost de corcho estudiado en nuestro trabajo
habia sido descartada mediante la realizacion de bioensayos efectuados por el equipo
productor del mismo (Ordovas, com. pers.). La evaluacion del crecimiento de los plantones
en nuestro experimento no permite determinar claramente que exista una relacion causa-
efecto entre la concentracién de compost en el sustrato y el incremento de biomasa en los
plantones. No obstante, si bien no se registraron sintomas inequivocos de fitoxicidad en la
planta, ninguno de los parametros de crecimiento se vio incrementado progresivamente a
concentraciones crecientes del compost en el sustrato, tal como hubiera cabido esperar dada
la reduccién en las tasas de infeccion por el nematodo, que si mostraron esa tendencia.
Esto sugiere que el efecto benéfico potencial que resultaria de la supresion del nematodo
puede ser parcialmente anulado por la generacion de un medio edafico que, sin llegar al

extremo de ser fitotdxico, si resulta subdptimo para el desarrollo de los plantones. Las
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funciones dosis-respuesta obtenidas en experimentos que estudiaron varios niveles de
concentracion de enmienda (Kaplan y Noe, 1993; Rodriguez-Kabana et al, 1995) indican
que la eleccion de la dosis dptima requiere una solucién de compromiso entre el efecto
benéfico de la supresién del patdgeno y la inhibicidn del crecimiento de la planta por encima
de un determinado umbral. Muchas veces encontraremos que la dosis 6ptima no es la que
determina la maxima mortalidad del nematodo y en nuestro caso, probablemente, lo mas
recomendable sea emplear una concentraciéon del 25 % de compost en el sustrato que, sin
llegar a ocasionar la maxima mortalidad del nematodo, logra un control destacable (ca. 20
%) y a la vez demuestra a través de todos los parametros que no afecta al crecimiento de

los plantones.

Cabe mencionar, como limitante a la extrapolacion de nuestros resultados a su
aplicacion real, que la eficacia de las enmiendas organicas como elemento supresor de
enfermedades se ve profundamente afectada por su origen y por la naturaleza de los
procesos de elaboracion a que hayan sido sometidas (Nico, 2002). Materiales que se
engloban bajo una misma denominacién genérica pueden diferir ampliamente en
caracteristicas fisicoquimicas determinantes para su aptitud como medio de control de
enfermedades. Por este motivo, los resultados obtenidos en el presente trabajo requieren
ser confirmados cada vez que se pretenda emplear un compost de corcho de origen diverso
u obtenido bajo condiciones diferentes. La pertinencia de esta prevencion es resaltada por
la informacion acerca de la diversidad constitutiva del corcho en funcién de su origen

geografico (Conde et al., 1999).
4.4.4. DESINFESTACION DEL SUSTRATO POR BIOFUMIGACION

El sorgo figura entre la lista de plantas con efecto alelopatico reconocido sobre
nematodos. Sus tejidos contienen un heterdsido, la durrina, que por descomposicidn
microbiana libera acido cianhidrico (Davis, 1991). El efecto nematosupresor de los residuos
del sorgo ha sido aprovechado generandolos /n situ mediante la inclusion del cultivo en
rotaciones o abonos verdes (Mojtahedi et al, 1993, Viaene y Abawi, 1998; Rodriguez-
Kabana et al, 1991), o bien a través de la generacidon ex situ y posterior incorporacion
(Ritzinger y McSorley, 1998). Los resultados del presente trabajo confirman todos estos
resultados, ya que muestran que la adicion de paja de sorgo al sustrato viveristico
determinaron reducciones significativas en la viabilidad del indculo de M. incognita que se
verifican en todas las situaciones, con independencia de la dosis que empleada y del uso o
no de cobertura plastica.

Los niveles de control que se consiguieron con la practica de biofumigacion resultan,
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sin embargo, muy inferiores a los que se lograron con la solarizacion. Los resultados del
experimento de biofumigacion admiten ser comparados con los obtenidos en el experimento
de solarizacion del ano 2000, ya que en ambos casos la viabilidad del indculo se registrd
mediante bioensayos similares sobre un huésped del nematodo. Esta comparacion nos
permite comprobar que los valores de poblacién final relativa registrados en la prueba de
con 6 dias de solarizacion son mas bajos que los que tienen lugar con 60 dias en el mas
eficiente de los tratamientos de biofumigacién evaluados. La comparacion de las pendientes
de las curvas de regresion obtenidas en cada uno de los experimentos, por otra parte, nos
da otra perspectiva esclarecedora sobre la eficacia relativa de ambas practicas: la poblacion
final relativa desarrollada en la planta inoculada con el inéculo tratado presentd en los
tratamientos no solarizados de la prueba del afio 2000 una tasa diaria de reduccion de la
viabilidad del 4,0 % a 20 cm y el 3,3 % a los 40 cm, mientras que esta misma tasa en los
tratamientos biofumigados considerados en forma global fue del 0,9 %, en los tratamientos
sin cobertura plastica y del 1,0 %, en los tratamientos con cobertura plastica. Mantener el
suelo expuesto al sol en los meses de verano sin cobertura plastica fue entre 3 y 4 veces

mas eficiente como método de desinfestacion que la biofumigacion.

Este analisis comparativo de las dos practicas de desinfestacion referidas conduce a
recomendar la eleccién de la solarizacion, un método que requiere un consumo similar de
recursos y brinda un resultado muy superior. Cabria considerar a la biofumigacion como una
opcion apropiada para aquellas situaciones donde la programacion de tareas en un vivero
impida esperar hasta que las condiciones ambientales sean las adecuadas para la
solarizacion o como una alternativa para zonas marginalmente aptas por el clima. Sin
embargo, cabe senalar que el nivel de control conseguido en nuestro trabajo con la
biofumigacion requiri6 3 meses durante los cuales temperatura ambiente se mantuviera
constante a 25 °C. Es improbable concebir la ocurrencia de estas condiciones en areas o
épocas del afio marginales para la solarizacion, sin recurrir al consumo suplementario de

energia.

Considerar a la biofumigacion por si sola como un método eficiente de
desinfestacion requeriria modificar las condiciones con que se realizd en nuestro trabajo, a
fin de conseguir un mayor porcentaje de control en menos tiempo. En principio, cabe
considerar la incorporacion de residuos vegetales diferentes de la paja de sorgo. En este
sentido resultan particularmente prometedores los restos de cruciferas del género Brassicay
otros, reconocidos por la presencia de glucosinolatos en sus tejidos y por la consiguiente
posibilidad de liberar isotiocianatos con posterioridad a su incorporacion (Mayton et &/,
1996; Sang et al., 1984; Lazzeri y Manici, 2000 y vease también 4.1.5.2). Esta alternativa
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esta siendo actualmente evaluada por nuestro grupo de trabajo. Por otra parte, cabe
evaluar alternativas en cuanto a la eleccion de la cobertura plastica. En nuestro trabajo se
comprobd que la colocacion del plastico no contribuye en todas las situaciones a aumentar la
eficacia de la practica. Gamliel et a/. (2000) sefialan que permeabilidad selectiva a los gases
de los diferentes materiales plasticos empleados en las cubiertas agricolas es un aspecto
poco explorado, subestimado y de cuyo conocimiento mas apropiado podrian surgir

importantes propuestas que mejoraran la eficiencia de la biofumigacion.

4.4.5. CONSIDERACIONES FINALES

Una estrategia apropiada para el manejo de los nematodos fitopatdgenos en viveros
de olivo dificilmente pueda limitarse a la aplicacién de una Unica técnica de control. Katan
(1987) sostiene que “desarrollar una medida de control super efectiva no es viable y puede
incluso resultar demasiado drastico”. Obtener patrones satisfactorios de sanidad en viveros
de olivo necesariamente requiere depositar una especial atencién en todas las etapas que
tienen lugar hasta que el plantén sale a la venta e integrar armonicamente diferentes
practicas racionales de manejo que contribuyan a reducir la incidencia de los patdgenos.
Estos presupuestos basicos responden a los principios recomendados bajo la denominacion

genérica de “manejo integrado” (Roberts, 1983).

En un esquema racional de manejo de nematodos en un vivero de olivo cabe, por
empezar, contemplar medidas de exclusién. Ninguna medida resulta mas efectiva que el
empleo de sustratos libres de patégenos para garantizar la sanidad de los plantones. Existen
evidencias de que las especies con mayor capacidad potencial de dafio, en particular
nematodos noduladores y lesionadores, se reproducen fundamentalmente sobre terrenos
cultivados y que la abundancia de las poblaciones de tales especies se vincula estrechamente
a la “historia” agricola de cada suelo. Esto nos indica que la provision de sustrato de
enraizamiento en terrenos considerados como de “bajo riesgo” —en particular ambientes
naturales poco modificados o con pocos afios de uso agricola- ofrece mas garantias de que
los plantones no contendran nematodos patdgenos. Sin embargo, como hemos podido
comprobar por los resultados del primer capitulo de esta tesis, habitualmente la eleccién de
los sustratos de crianza de plantas de olivo obtenidas por enraizamiento no se rige por
criterios de riesgo sanitario, sino por conveniencias de proximidad, disponibilidad, etc. Estas
circunstancias son las que imponen muchas veces la necesidad de desinfestar los sustratos

de crianza para asegurar la sanidad de los plantones.
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Los experimentos efectuados en el presente capitulo nos han permitido comprobar
que las tres practicas de desinfestacion evaluadas —solarizacion, enmienda del sustrato con
compost de corcho y biofumigacion- presentan un cierto grado de eficiencia en el control de
nematodos. Sin embargo, cabe preguntarse si el control que cada una de ellas alcanza
separadamente resulta suficiente o cumple con nuestras expectativas. Desde la perspectiva
del disefio de normas sanitarias corresponde, por otra parte, establecer niveles de
infestacion maximos tolerables para ser incluidos en las normas. Estos patrones de
tolerancia deben responder a presupuestos bioldgicos comprobados y su cumplimiento debe
resultar posible para el viverista en condiciones de adecuada factibilidad técnico econdmica y
sin que resulten del mismo perijuicios a la salud humana o al ambiente. Lamentablemente, a
menudo resulta imposible establecer este tipo de estandares asumiendo relaciones
funcionales realistas debido a que se carece de toda la informacién necesaria. Ferris y
Noling (1987) resumen todos los factores que integran los modelos de toma de decision para
el disefio de estrategias de control para nematodos fitopatdgenos e incluyen aqui funciones
de dafo y modelos predictivos sobre la evolucion poblacional del patégeno. El grado de
conocimiento alcanzado acerca de estos aspectos en el patosistema olivo-nematodos es a
todas luces insuficiente y, al tratarse de un cultivo plurianual, surge el inconveniente
adicional de que no existen modelos que predigan adecuadamente de qué manera
reducciones del crecimiento que se verifican en la etapa de vivero repercuten posteriormente

en el rendimiento de los arboles en la plantacion definitiva (ver 3.4.4).

Por estas razones, para conocer si las practicas evaluadas en el presente trabajo
nos otorgan un grado aceptable de control debemos recurrir a referencias generales y de
caracter orientativo. Hague y Gowen (1987) senalan, siguiendo un criterio concebido
fundamentalmente para la aplicacién de nematicidas sintéticos en cultivos anuales, que el
control total se consigue cuando la poblacién final, i.e., la poblacién a final del ciclo del
cultivo o la campanfa, no supera a la poblacidn inicial, o sea la que existia antes de aplicar la
medida de control. De esta forma, el porcentaje de control que se requiere para cada
especie de nematodo estd determinado por su tasa de reproduccion a bajas densidades de
poblacion. Whitehead (1980), aplicando este criterio, determind que el porcentaje de
mortalidad que se requiere ante infestaciones con Pratylenchus spp. es del 95 %
(asumiendo que la poblacidon se incrementa 20 veces durante el ciclo de cultivo) y el
requerido para controlar a Meloidogyne spp. es del 99,9 % (asumiendo que la poblacién se
incrementa 1000 veces). Ante la falta de un criterio mas apropiado, estas pautas puede
servirnos de referencia en nuestro caso, asumiendo que, si bien el ciclo de cultivo es mas

largo en plantas lefosas que en cultivos anuales, las tasas de reproduccion de los nematodos
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resultan, en compensacion, muy inferiores.

La solarizacion consiguio, en las condiciones de nuestro estudio, controles del
nematodo situados entre el 98,5 y el 99,9 %. La desinfestacion por enmienda con compost
de corcho logrdé a la maxima dosis, un 98,7 % de reduccion de la poblacion del nematodo,
mientras que la biofumigacion con cobertura plastica y 4 % de paja produjo una reduccion
de 97,5 % a los 60 dias. Estas cifras nos indican que todos los métodos, consiguen, por si
solos niveles de control similares o ligeramente por debajo del porcentaje deseable. Sin
embargo, cada uno de ellos presenta alguna limitacion que impone la necesidad de mejorar
su eficacia. La solarizacion facilita un control muy eficiente bajo las condiciones de nuestro
trabajo, pero su eficacia puede verse reducida sensiblemente bajo condiciones ambientales
no tan adecuadas como las de Andalucia. Por otra parte, la programacion habitual de las
tareas de vivero determina que la etapa de crianza de los plantones obtenidos por
estaquillado semilefioso nunca comience antes de la primavera (Sutter, 1994). Llevar a cabo
la solarizacion en la época dptima del afio exigiria recolectar el sustrato con una anticipacion
no menor a los 9 meses y demandaria mantener el sustrato ocioso durante los meses de
otofio e invierno y garantizar que no ocurrieran reinfestaciones. El empleo del compost de
corcho en aquellas concentraciones en que expresa su maximo potencial desinfestante
conlleva el riesgo de la fototoxicidad y la biofumigacion, como se ha visto, permite alcanzar
niveles bastante apropiados de control pero requiere periodos de tiempo demasiado
prolongados bajo condiciones de temperatura constante que dificilmente pudieran lograrse

en ambientes no forzados.

Las limitaciones mencionadas nos sugieren que es conveniente integrar las practicas
de desinfestacion a fin de incrementar sus posibilidades de aplicacidon y aumentar su eficacia.
En este sentido varios antecedentes nos dan la pauta de que las practicas empleadas en el
presente trabajo no son en principio mutuamente excluyentes ni antagdnicas en sus alcances
y posibilidades, sino que por el contrario se complementan adecuadamente y admiten ser
integradas en forma simultdnea o secuencial. La biofumigacion y la solarizacion, que en el
presente trabajo fueron presentadas como dos alternativas en competencia a causa del
analisis comparativo a que fueron sometidas, son en realidad totalmente complementarias y
sus efectos particulares pueden ser combinadas sinérgicamente (ver 4.1.5.2). Gamliel et al.
(2000) resefan los mecanismos que explican este efecto sinérgico. Se sabe, por una parte,
que las altas temperaturas determinan un mayor desprendimiento de los metabolitos
volatiles con accién bioldgica (Gamliel y Stapleton, 1993; Lodha y Mawar, 2000). Los suelos
solarizados, por otra parte, logran un mayor calentamiento cuando se les han incorporado

previamente alguna enmienda organica debido, probablemente, a una mejor conductividad
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térmica o a la promocion de la actividad microbiana exotérmica (Gamliel, 2000).

Hemos comprobado que, cuando se elige la especie adecuada para cada cultivar y
situacion, la micorrizacidn es una estrategia apropiada de proteccidén. Esta practica puede,
por lo tanto, complementar exitosamente las medidas de exclusion y desinfestacion de
sustratos que se hayan dispuesto para los sustratos de crianza. De esta forma, en un
sistema racional de manejo, la micorrizacidn otorgaria un reaseguro frente a eventuales
fallos de control en las etapas previas del sistema. La bibliografia nos muestra mdultiples
ejemplos acerca de la perfecta compatibilidad de la micorrizacién con las practicas de
desinfestacion evaluadas en el presente trabajo. Se ha comprobado, por una parte, que las
enmiendas organicas en muchos casos estimulan la micorrizacion (Douds et al, 1997,
Tarkalson et al, 1998; Murphy et al, 2000). Las micorrizas, por otra parte, ayudan a la
planta a soportar mejor el estrés por fitotoxicidad que pueden provocar ciertas enmiendas
(Sylvia y Williams, 1992: Jeffries, 1987; Bethlenfalvay, 1992). El efecto de la solarizacion
sobre las micorrizas silvestres presentes naturalmente en los suelos o sustratos no esta
completamente dilucidado, ya que algunos autores afirman que la solarizacion estimula a
estos microorganismos (Afek et al, 1991) y otros mencionan el efecto contrario (Soulas et
al, 1997). Sin embargo, cuando las dos técnicas se aplican en forma secuencial, ya sea
transplantando plantas micorrizadas a suelos solarizados o infestando los mismos con
aislados seleccionados se pueden consiguir Optimos resultados en el control de
enfermedades (Lopez-Cosme y Gonzalez-Torres, 2000). Por otra parte, cabe resaltar que la
micorrizacion es una técnica que practicamente no registra contraindicaciones sino que, por
el contrario, ademas de los beneficios que otorga en el campo de la proteccién que nos
ocupan aqui en forma particular, brinda muchisimas ventajas adicionales como factor
antiestrés y promotor del crecimiento que animan a su adopcidon (Azcon-Aguilar y Barea,
1997).
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Conclusiones
En este trabajo de Tesis Doctoral se han alcanzado las siguientes conclusiones:

1.  En los viveros de olivo inspeccionados en las provincias de Cérdoba, Jaén y
Sevilla destacan por su incidencia en raiz y por su importancia fitopatoldgica, las infecciones
por los nematodos noduladores de raiz (Meloidogyne arenaria, Meloidogyne incognita y
Meloidogyne javanica), y los nematodos lesionadores de raiz (Pratylenchus penetrans y
Pratylenchus wvuinus). Los plantones de olivo infectados por nematodos fitoparasitos
constituyen un medio potencial para la dispersion de estos agentes a nuevas areas

olivareras.

2.  Los cvs. Arbequina y Picual de olivo no son huéspedes de los nematodos
lesionadores de raiz Pratylenchus thornei, Pratylenchus fallaxy Zygotylenchus guevarai, pero
si de los nematodos ectoparasitos migratorios Criconemella xenoplax, Helycotylenchus
pseudorobustus y Helycotylenchus vulgaris. Por lo tanto, las poblaciones de estas Ultimas
especies pueden incrementarse sobre dichos cultivares de olivo durante la producciéon en

vivero y tras la plantacion definitiva.

3. La infeccién de plantones de los cvs. Arbequina y Picual de olivo por
Meloidogyne arenaria, Meloidogyne incognita y Meloidogyne javanica, Pratylenchus
penetrans y Pratylenchus vulnus causa una reduccion significativa del crecimiento relativo
del didmetro del tallo. Asimismo, la infeccién de plantones de ‘Picual’ por Meloidogyne
arenaria y Meloidogyne javanica determina la aparicion de una clorosis que sugiere

alteraciones perjudiciales en la nutricién mineral.

4.  La solarizacion de sustratos de uso viveristico durante 3 semanas dispuestos
en monticulos de 80 cm de altura bajo las condiciones meteoroldgicas estivales de Cérdoba,
determina una reduccién de la viabilidad superior al 95 % de los huevos de Meloidogyne
incognita que sirven como indculo, independientemente de su localizacion dentro del

monticulo y de que estén libres o en masas.
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5.  La micorrizacion de plantones de los cvs. Arbequina y Picual de olivo presenta
un efecto protector contra la patogénesis causada por Meloidogyne incognitay Pratylenchus
vulnus. Este efecto protector se manifiesta en un incremento significativo del crecimiento
relativo en los plantones micorrizados e infectados con nematodos, respecto de los
respectivos controles infectados no micorrizados. Dicho efecto protector es dependiente de
la composicion del indculo micorricico, el cultivar de la planta huésped y la especie del

nematodo fitoparasito.

6.  El indculo micorricico mixto de Glomus intraradicesy Glomus fasciculatum, fue
el mas efectivo, ya que protegid a ‘Picual’ del efecto patogénico de Meloidogyne incognita y
Pratylenchus vuinus y a ‘Arbequina’ del efecto patogénico de Meloidogyne incognita. La
reduccion de la patogenicidad no estuvo relacionada con una reduccion en la infeccion por el
nematodo, sugiriendo que el efecto protector se debe a un incremento de la tolerancia de la

planta al nematodo.

7. La enmienda del sustrato Vviveristico con compost de corcho redujo
significativamente las poblaciones de Meloidogyne incognita. Dicha reduccion fue
directamente proporcional a la concentracion de la enmienda en el sustrato, y alcanzd
porcentajes superiores al 95 % con una concentracion del 75 %. El crecimiento de los
plantones mantenidos en los sustratos enmendados con compost de corcho no aumentd
significativamente en consonancia con la reduccién de la poblacién del nematodo, lo que
sugiere alguna accion fitotoxica que anula parcialmente a dosis altas los efectos positivos de
la desinfestacion.

8. La biofumigacion de sustratos viveristicos enmendados con paja de sorgo
triturada (2 y 4 %, p/p) determind una reduccidn significativa de la viabilidad del inéculo de
Meloidogyne incognita, independientemente del porcentaje de sorgo empleado y de la
utilizacion de cobertura plastica. No obstante, dicha reduccion de viabilidad fue inferior a la
que se obtuvo mediante solarizacién o enmienda con compost de corcho, y requiere un
tiempo de exposicidn mas prolongado. Por tanto, esta practica por si sola resulta un método

insuficiente para la desinfestacion de sustratos de uso viveristico.
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