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RESUMEN

La incorporacién de microorganismos en la agricultura como manejo ecolégico
que sustituye a productos quimicos, se ha convertido en una de las principales
formas para el mejoramiento de los cultivos del area floricola en aras de la
produccién de flores con calidad de exportacién. Por esta razén, la aplicacién
de microorganismos benéficos como los hongos formadores de micorrizas
vesiculo arbusculares (VAM), se ha realizado en plantas de Hypericum en la
finca Hilsea. El propésito de esta investigacion son, en primer lugar, comprobar
la capacidad de los hongos para colonizar las raices de las plantas y
posteriormente su capacidad de control del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita. Se llevo a cabo dos fases, la primera de Micorrizacion y la segunda
de Interaccién con Meloidogyne incognita. En la Micorrizacion se utilizé6 dos
tipos de in6culo: hongos micorricicos nativos del género Glomus y una
formulacion comercial de micorrizas del mismo género. Previamente se
establecieron cultivos trampa con plantas de Brachiaria como principal
hospedera, pero ademas se utiliz6 plantas de avena y plantas de arveja. En la
segunda fase, una vez micorrizadas las plantas de Hypericum se inoculd
nematodos de Meloidogyne. Durante el proceso, se realizé un analisis de
varianza y la prueba de Duncan al 5% para las variables estudiadas en ambas
fases. Después de 16 semanas al final de la primera fase, las plantas de
Hypericum, mostraron resultados favorables de micorrizacion. La colonizacion
de la micorriza nativa fue altamente significativa en comparaciéon con la
colonizacion de la formulacién comercial. Al final del ciclo, en la segunda fase,
se observo que el indice de agallamiento de raices fue menor con el inoculo
nativo que con el comercial y se obtuvo una mejor colonizacién con la micorriza
nativa. La longitud de raiz, peso de raiz y altura de la planta fue mayor en las
plantas micorrizadas que en las plantas testigo. Es importante resaltar que esta
investigacion apoya la idea que el uso de microorganismos nativos es mejor

que el uso de microorganismos introducidos.
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ABSTRACT

The incorporation of micro-organisms in agriculture, replacing chemical
products, as ecological management, has become one of the main ways of
improving floricultural crops in the production of export-quality flowers. For this
reason, the application of beneficial micro-organisms, such as fungi forming
vesicular-arbuscular micorrhizae (VAM), has been conducted for this work in
Hypericum plants at the Hilsea farm. The purpose of this research is to check
first the ability of fungi to colonize plant roots and, subsequently, their ability to
control the root-knot nematode Meloidogyne incognita. Two phases were
carried out, Micorrhization and Interaction with Meloidogyne incognita. In
micorrhization, two inoculum types were used: native mycorrhizal fungi of the
Glomus genus and a mycorrhizae commercial formulation of the same genus.
Trap crops were previously established with brachiaria plants as main host
plant, but also oat and pea plants were utilized. In the second phase, once
Hypericum plants were mycorrhizated, Meloidogyne nematodes were
inoculated. During the process, variance analysis and Duncan test at 5% were
conducted for variables studied in both phases. After 16 weeks at the end of the
first phase, Hypericum plants showed favourable results of mycorrhization.

Native mycorrhizal colonization was highly significant compared with
colonization of the commercial formulation. At the end of the cycle, in the
second phase, it was observed that the root gall index was lower with the native
inoculum than with the commercial one, and a better colonization was obtained
with the native mycorrhizae. Root length, root weight and plant height were
larger in mycorrhizated plants compared to non-treated plants. It is worth to
emphasize that this research supports the idea that the use of native micro-

organisms is better than the use of introduced micro-organisms.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

El ataque de organismos fitopatdbgenos a cultivos ornamentales como
hongos, bacterias y nematodos es el mayor problema al que se enfrentan las
fincas floricolas. Su forma de control y eliminacidén de plagas se basa en el uso
de productos quimicos, nocivos no solo para los fitopatdgenos sino también

para los microorganismos del suelo favorables para el desarrollo de la planta.

El campo floricola, en nuestro pais, es uno de los mas importantes,
debido a la extensa produccion de flores de buena calidad. La exportacion de
este producto ha ido incrementandose desde hace 20 anos de su inicio en la
Provincia de Pichincha extendiéndose en la mayor parte de la Sierra y una
parte en la Costa (OIT, 2007).

Los sectores de mayor produccién floricola en el Canton Quito se
encuentran a lo largo de Guayllabamba, El Quinche y Checa; con un area de
cultivo de un 56,85%. La exportacion de flores ha ocupado mercados como los
de Estados Unidos, Rusia, Holanda (OIT, 2007) entre otros, siendo nuestras

variedades una de las mas aceptadas.

En nuestro pais la empresa Hilsea considerada como la mas grande
con 280 hectareas y con una importante productividad de flores se desarrolla
en El Quinche. Esta empresa propiedad de la multinacional Esmeralda Farms,
exporta alrededor de 22 000 cajas anuales, llegando a los paises Europeos con

variedades de la mejor calidad.



Dentro de las principales plagas que atacan a los cultivos de flores
estan: trips, arafuelas, minadores, moscas blancas, ciempiés, y nematodos.
Los principales hongos patégenos son: Fusarium, Peronospora, Botrytis; se
presentan también problemas de marchitamientos, enfermedades de suelo,
roya blanca del crisantemo, enfermedades de clavel y rosa.

Uno de los patégenos que mas dafno causa son los nematodos, siendo
Meloidogyne incognita el nematodo agallador de mayor problema para el
cultivo de Hypericum. Existen datos que indican la abundancia de este
nematodo en mas de 800 especies de plantas hospedantes. Dehne et al.
(2005) revelan que este nematodo infecta las raices de la planta induciendo la
formacién de agallas y células gigantes cuyos sintomas se ven reflejados en la
falta de crecimiento y necrosis como consecuencia también de la dificultad en

la absorcién de agua y nutrientes.

Durante algun tiempo se ha observado el uso de técnicas agricolas
como lo cita la National Academy of Sciences (NAS, 1980), que son: barbecho,
remociones periédicas del suelo e incluso el uso de nematicidas (compuestos
quimicos que afectan el habitat natural del suelo).

Existen hongos que son enemigos naturales de los nematodos y por lo
tanto su rol es importante para disminuir su crecimiento en el suelo de cultivo.
Existen varios tipos de hongos predadores que utilizan sus hifas para capturar
a los nematodos (Aggarwal, 1997). El Instiruto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias INIAP (Trivifio, 2004) investigé el efecto de
Pasteuria penetrans para el control de Meloidogyne, observando que la
aplicacién de Pasteuria en campo control6 el ataqgue de nematodo agallador.



1.2 Justificacion del problema

Las empresas floricolas dedicadas a la exportacion de flores requieren
un producto de buena calidad. El tratamiento al que son sometidas las
plantulas desde su inicio de crecimiento hasta su cosecha, es importante sobre
todo cuando se trata de controlar o evitar el ataque de plagas en los diferentes

cultivos.

El uso frecuente de técnicas como la aplicacion de fungicidas,
insecticidas, nematicidas no solo elimina hongos, insectos y nematodos sino
también microorganismos benéficos del suelo. Esto provoca un desequilibrio
debido a la pérdida de sus caracteristicas y propiedades naturales que como

consecuencia deja un suelo poco viable.

Actualmente se intenta cambiar el tipo de manejo de los cultivos a
formas organicas mediante el uso de microorganismos. Es asi que la
biotecnologia ha desarrollado estudios de investigacion dentro de los cuales se

incluye el uso de micorrizas en varios cultivos.

Hendrix et al. (1980), Gianinazzi et al. (1999), Ferrera & Gonzélez
(1993) describen los beneficios de la aplicaciébn de micorrizas como en el
tamafno de tallo, tamano de hojas, peso de la planta y peso de raiz sobre

cultivos de magnolia, portainjertos de citricos y manzana.

Existen trabajos relacionados con micorrizas vesiculo arbusculares
VAM y su accién frente a nematodos como el nematodo agallador Meloidogyne
incognita. Por ejemplo, Calvet et al. (1990) inocul6é estos hongos en kiwi, cuyo

crecimiento presenta un constante problema por el ataque del nematodo



agallador y observé que a mas de incrementar la tolerancia de la planta a
Meloidogyne también aumentd el porcentaje de colonizacién en sus raices.

Los resultados obtenidos hasta el momento gracias al uso de
micorrizas sugieren su aplicacién en el campo floricola, ya que los problemas
que enfrentan las flores se asemejan a lo expuesto anteriormente. Por esta
razén se quizo comprobar su efectividad en plantas de Hypericum al establecer
una interaccion entre hongo-nematodo con el fin de observar los efectos

favorables frente a Meloidogyne.

Para esto se realiz6 una parte experimental llevada a cabo en la
empresa floricola Hilsea en la Finca El Chivan, donde se ensayé con micorriza
nativa y una formulacion comercial. Este tipo de in6culos fue aplicado en las
plantas para probar su capacidad de colonizacion y posteriormente observar su
capacidad de control del nematodo.

1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo General:

Establecer la capacidad de colonizacion de una micorriza nativa y una
formulaciéon comercial de micorrizas, en plantas de Hypericum y comprobar si

su presencia favorece el control al ataque de nematodos.

1.3. 2 Objetivos especificos

e Obtener al menos un género de micorriza nativa mediante su

aislamiento a partir de plantas nativas y suelo del lugar.



e Inocular plantas de Hypericum con la micorriza nativa aislada y la
formulaciéon comercial de micorrrizas, para probar su capacidad de
colonizacién.

e Analizar la capacidad de plantas de Hypericum micorrizadas para

controlar el ataque del nematodo nodulador.

1.4 Marco Teorico

1.4.1 Las Micorrizas

Las micorrizas son asociaciones simbibticas que se dan entre las
raices de la planta y un hongo microscépico, aportando beneficios para ambos.
El hongo se alimenta de material elaborado por la planta y ésta a su vez
absorbe nutrientes del suelo como el fosforo observandose una eficacia cuatro
veces mas que las plantas no micorrizadas (Fuentes, 1999). Las micorrizas
aumentan la superficie de absorcion del suelo, ademas de incrementar la

absorcién de agua.

La prolongacion de la simbiosis segun Coyne (2000) depende mucho
de la fertilidad de la planta ya que si existe una baja fertilidad la infeccion va a
ser elevada, es decir que la planta necesita de la presencia de micorrizas para
poder crecer.

1.4.1.1 Clasificacion de las micorrizas

Existen varios tipos de micorrizas pero los mas importantes son:

Endomicorrizas , Ectomicorrizas y Ectoendomicorrizas (Paez, 2006).

La caracteristica principal de las ectomicorrizas es su capacidad de
penetrar entre los espacios intercelulares de la raiz formando una capa de hifas



alrededor de la misma. Las endomicorrizas penetran en las células mismas de
la raiz de la planta (Alexander, 1981), mientras que las ectoendomicorrizas son
formadas por hongos que se desarrollan ya sea, en las células corticales de la
raiz o en torno a esta en la superficie pudiendo o no formar el manto fungoso

como en el caso de las ectomicorrizas (Agrios, 1998).

Las ectomicorrizas se desarrollan principalmente en especies
forestales y lefiosas, los hongos que las forman son Basidiomicetes vy
Ascomicetes. Asi mismo, las endomicorrizas se encuentran poblando las raices
de las plantas de las familias Ericaceas, Lilidceas y en las Orquidiaceas (Paez,
2006).

Dentro de estas ultimas también se encuentran las micorrizas vesiculo-
arbusculares llamadas asi, por su capacidad de formar estructuras similares a
arbusculos o vesiculas (Figura 1.1) dentro de las células de la raiz. Este tipo
de micorrizas es muy abundante en la naturaleza ademas de caracterizarse
por ser simbiontes obligadas, requieren de una planta hospedera para su

crecimiento.

Fuente: web.catie.ac.cr/informacion/RMIP/rmip58/art4-b.htm
Figura 1.1 Raiz con presencia de hifas y vesiculas, colonizada por hongos
formadores de micorrizas vesiculo arbusculares.



Los hongos de este tipo de micorrizas son cigomicetos y ficomicetos
recordando los géneros mas importantes como: Glomus, Gigaspora,
Acaulospora, Entrophospora y Scutellospora (Coyne, 2000). Las micorrizas del
género Glomus son las micorrizas vesiculo arbusculares mas aisladas del
suelo, dentro de las cuales podemos nombrar a: G. fasciculatum , G. mosseae,

G. manihotis como las especies mas representativas.

Glomus sp. como mayormente se la conoce se encuentra dentro del
Orden Glomales, Familia Glomeraceae y Género Glomus, como se indica en la

Figura 1.2.
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Fuente: http:/invam.caf.wvu.edu/
Figura 1.2 Clasificacion del Phylum Glomeromycota de los hongos
vesiculo arbusculares.

Este género de micorrizas es el mas comun en el mundo y comprende
la mayor cantidad de especies. Dos tercios del total de las plantas forman
simbiosis con este tipo de hongos y son simbiontes obligados que al parecer no

son especificos con la planta hospedera.

En la agricultura el uso de micorrizas tiene gran importancia como
biofertilizante ya que ayuda a mejorar los cultivos y las plantaciones reduciendo
las posibilidades de contaminacién ya que son productos biologicos. El
crecimiento de las plantas se ve favorecido en condiciones de estrés hidrico,
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salinidad, presencia de patdgenos, etc. El aporte mas importante es que mejora
las condiciones nutricionales de la planta al formar simbiosis con sus raices,
ademas también hace un mejor uso del fésforo del suelo (Pena & Vanegas,
2007).

1.4.1.2 Micorrizas vesiculo arbusculares (VAM)

Las micorrizas de este género forman arbusculos, vesiculas e hifas
intra y extraradicales. Los arbusculos son 6rganos que forman estructuras
similares a é&rboles, de ahi su nombre, las cuales favorecen el mutuo
intercambio entre la planta y el hongo. Las vesiculas son estructuras de forma
redondeada u ovoide, actian como almacenadores de lipidos y las hifas son
estructuras del hongo que pueden estar dentro o fuera de la raiz (Coyne,
2000). Sus esporas son redondas de color café y se las encuentra a menudo
solitarias, poseen una sola pared formada por dos capas y su superficie
presenta una textura lisa (Figura 1.3).

Fuente: Hilsea - Laboratorio D&B Finca El Chivan
Figura 1.3 Esporas nativas de Glomus extraidas del suelo de cultivos
trampa de Brachiaria y plantas de Hypericum

Se sabe que la mayor parte de especies de plantas ya sea natural,
semi-natural y plantas agricolas son susceptibles de infeccion con hongos
micorricicos, lo cual es de gran interés ecoldgico, agricola y econdmico
(Francis & Read, 1994).



Por ejemplo la recuperacién de ecosistemas importantes como los
bosques tropicales que han sufrido dafios de todo tipo por actividades mineras,
agricolas, tala de bosques, etc, requiere de organismos micotréficos como las
micorrizas para su restablecimiento. Se pueden inocular estos hongos en
pequenos arboles en vivero para luego ser cultivados en campo. Se ha visto
que influye en gran parte la incorporaciéon de materia organica para mantener
activa la viabilidad de las micorrizas en simbiosis con la planta y el suelo
(Salas, 2003).

Fuentes (1999) menciona que la simbiosis planta-hongo se basa en el
mutuo intercambio benéfico. El hongo se alimenta del material elaborado por la
planta y al mismo tiempo ésta, gracias a la presencia de hifas que actuan como
extensiones de la raiz, absorbe nutrientes del suelo como el fésforo y mejora la
absorcion de agua. Las micorrizas solubilizan el fésforo mineral con el fin de
producir acidos organicos y CO. y lo mineraliza gracias a la liberacion de
fosfatasas (Coyne, 2000).

El mecanismo de absorcién del fésforo explicado por Jacobsen (1994)
menciona que esto se debe gracias a la presencia de un compartimento hifal
separado de otro compartimento radicular por medio de una malla fina que
permite el paso libre de las hifas del hongo.

En la actualidad la relacion que se establece entre las plantas y los
hongos del Género de las Glomales es considerada como biofertilizantes,
bioprotectores y bioreguladores utilizados para el control de plagas y el manejo
de materiales biopropagados dentro del campo de la Biotecnologia Vegetal
(CORPOICA , 1997). Tal como lo manifiestan Gianinazzi et al., (1999), el uso
de herramientas biolégicas como los hongos VAM, constituyen un potencial en

los niveles de produccién agricola al reducir el uso de fertilizantes quimicos y



pesticidas, lo cual ingresa dentro de las tecnologias necesarias para una
agricultura sustentable.

El uso de micorrizas a lo largo de la historia ha permitido descubrir una
gran variedad de micorrizas vesiculo arbusculares, asi como de las diversas
propiedades que estos poseen. Al formar simbiosis con las plantas confieren a
estas, tolerancia frente a los fitopatbgenos y a su vez mejoran sus
caracteristicas fisicas como: altura, diametro del tallo, numero de hojas, area
foliar, peso seco de la parte aérea y volumen radical (Ferrera & Gonzalez,
1993)

Algunos trabajos en citricos (Ferrera & Gonzalez, 1993), kiwi (Calvet,
et al., 1990) y banano (Jaizme & Rodriguez, 2004) han demostrado los efectos
positivos de esta simbiosis frente a organismos patégenos del suelo como
nematodos agalladores de raices (Meloidogyne). CORPOICA (1997) menciona
en los trabajos realizados por Olivares & Barea (1991) y Fortuna et al. (1996),
que la aplicacion de hongos micorricicos en manzana y durazno mejord la

aclimatacién de las plantas micropropagadas.

En plantas ornamentales la aplicacion de micorrizas vesiculo
arbusculares (VAM) ha adquirido importancia debido a la gran demanda de
agua y nutrientes que estas necesitan para su crecimiento. Es asi que en
plantas que se producen en vivero, donde las condiciones son mas
controladas, se utiliza suelo esterilizado, medios inertes o0 con poco suelo, la
aplicacién de micorrizas favorece su crecimiento y mejora sus condiciones
nutricionales (Ferrera & Gonzélez, 1994). En cultivos ornamentales y frutales
que se realizan en sustratos con bajos contenidos de fésforo se ha observado
la disminuciéon de la mortalidad de plantas, observandose al final muchos
beneficios con la aplicacibn de micorrizas del género Glomus (Mosseae,

Intraradices y Viscosum) (CORPOICA, 1997).
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La simbiosis que ocurre entre planta-hongo depende mucho del tipo de
planta, del tipo de patdégeno y del tipo de hongo que se utilice (Dehne, et al.,
2005). Hendrix et al. (1980) observé que la inoculacion con Glomus
fasciculatum en magnolia caus6 un mayor crecimiento de la planta

acompanada de muchos beneficios después de un tiempo de su aplicacién.

Auge et al., (1986) reportaron que la inoculacidon micorricica en rosas
incrementd los procesos foliares de intercambio gaseoso bajo condiciones de
estrés pudiendo ser éste bibtico o abidtico. Los hongos micorricicos pueden
conferir a la planta cierta tolerancia frente al estrés abidtico como es la
salinidad del suelo al cual ciertas plantas no son resistentes. El estrés biodtico
de las plantas puede ser ocasionado por la presencia de otros organismos del
suelo como hongos, bacterias y nematodos que interactdan con las micorrizas,

las cuales reducen su presencia en el suelo. (Gianinazzi et al., 1999).

Es por esta razon que la aplicacién de este tipo de hongos ha sido muy
estudiada y ampliamente utilizada no solo con organismos patégenos sino
también en la recuperacion de suelos aridos como en plantas frutales y
ornamentales (Gianinazzi et al., 1999).

1.4.1.3 Factores que afectan al crecimiento de los hongos vesiculo
arbusculares (VAM)

Se conoce que los hongos endomicorricicos habitan en las raices de la
mayor parte de plantas, pero para su desarrollo hay que tomar en cuenta
muchos factores como la temperatura, el pH y la presencia de patégenos que
lo puedan atacar.

En un estudio llevado a cabo por Thompson (1994) se observé que

estos hongos arbusculares se destruian a temperaturas superiores a los 50°C.
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Experimentos similares demostraron también que el uso de pesticidas es letal
ya que por ejemplo el bromuro de metilo y el metil isotiocianato son muy téxicos
para los hongos VAM. El uso de fertilizantes fosfatados pueden reducir la
colonizacion de VAM pero su adicion en suelos muy pobres en fosfato, puede

incrementar su poblacion.

Los exudados de algunas plantas también constituyen un factor que
afecta el desarrollo y formacion de los hongos VAM inhibiendo la colonizacion
de micorrizas y la germinacién de esporas, aunque se ha descubierto que no
todos los hongos responden de la misma forma. Al realizar injertos de plantas
hospederas en no hospederas también se puede desarrollar simbiosis ya que
el problema radica solo en las raices de algunas plantas (Bradbury & Peterson,
1999).

Otros factores que reducen la colonizacion de micorrizas, asi como su
funcion es el arado, ya que destruye las esporas y rompe las hifas que se
encuentran en la superficie del suelo, ademas de llevar a las esporas a las
profundidades del suelo dejandolas fuera del alcance de las raices. También la
quema de rastrojos, un drenaje pobre y la inundacién de los suelos son
practicas del mal manejo del terreno que afectan la viabilidad de las micorrizas
(Coyne, 2000).

1.4.2 Hypericum

Hypericum es una planta perenne conocida por ser una planta
medicinal. Hypericum perforatum, o también llamada Hierba de San Juan, es
originaria de Europa y ha sido introducida en Estados Unidos, Nueva Zelanda y
Australia. Se la utiliza principalmente en herboristeria, farmacia, licoreria, entre
otros siendo las flores y frutos las partes mas usadas para dichos fines (Figura
1.4).
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Fuente: Hilsea - Laboratorio D&B Finca El Chivan

Figura 1.4 Planta de Hypericum variedad Chocolate.

En el campo agricola Hypericum es utilizada para su produccién como
flore de verano de uso ornamental. Hypericum posee un sin nimero de
variedades entre las que podemos mencionar: Elite Coral, Red Wave, Green
Condor, Elite Amber, Excelent Flair, red Baron, White Condor, Pink Atraction,
Burgubdy Condor, Lemon Condor, Cream Condor y Chocolate (Orozco,
2006).

1.4.2.1 Clasificacion taxondmica y descripcion botanica

Esta planta pertence al Orden Theales, Familia Clusiaceae, Género
Hypericum.

Es perenne originaria de Europa, Asia y Africa, se desarrolla
extensamente en regiones montanosas, llega a medir aproximadamente 0,80m
de altura con tallos erguidos y lefilosos en su base, ramificados y compuestos
de hojas ovaladas alternas, sésiles, con glandulas de color rojizo traslucido.
Sus flores son de color amarillo dorado y su fruto es una capsula (Buitron,
1993).
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Su ciclo de vida comprende 26 semanas de siembra y la poda se
realiza a las 23 semanas. La densidad de cultivo recomendable es de 32
plantas por m? neto o 19,2 plantas por m? bruto (Orozco, 2006).

1.4.2.2 Importancia economica

El cultivo de Hypericum ha ganado importancia en el mercado
internacional, es asi que, en el Ultimo afno Hilsea llegd a exportar alrededor de
45 millones de tallos a Europa y Estados Unidos, cada planta con un numero
de tallos de 5 a 6 exportables. Pero la producciéon de plantas de Hypericum
debe ser de interés general sobre todo por la diversidad que ésta ofrece,
especialmente para El Grupo Esmeralda Ecuador ya que, esta Empresa
floricola ha encontrado nuevas variedades de Hypericum considerando este
factor como ventaja frente a la competencia ya que de esta manera se pueden
ofertar productos Unicos y exclusivos, siempre y cuando la calidad de la flor
supere las expectativas del cliente.

Esta acogida significa compromiso y ganancia para la Empresa ya que,
requieren no solo mantener la capacidad de exportacién sino superarla,
cumpliendo con la demanda de los paises europeos que es donde mayor

desarrollo tiene el mercado.

1.4.2.3 Cultivo de Hypericum en campo

El cultivo y manejo de Hypericum de acuerdo a las Fichas Técnicas
(2006) realizadas por la Empresa Hilsea se realiza como se describe a

continuacion:
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1.4.2.3.1 Preparacion del terreno

Consiste en remover el suelo a una profundidad de 30 cm, usando
tractores que recorran todo el terreno realizando la labor para luego incorporar

en presiembra la cantidad disponible de materia organica.

1.4.2.3.2 Armado de camas y marcacion

En caso de que la siembra se lleve a cabo en campo abierto, se debe
humedecer el terreno para levantar las camas y colocar mangueras y/o cintas
de goteo de fertirriego, ademas una malla de tutores. Si la siembra se realiza
en potes se debe elegir un sustrato adecuado si no se va a utilizar suelo y

controlar el goteo y fertirriego (Figura 1.5).

Fuente: Hilsea - Finca La Mora
Figura 1.5 Armado de camas para cultivo de plantas de Hypericum en
campo.
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1.4.2.3.3 Manejo

a) Desinfeccion y transporte de plantas

La desinfeccion de las bandejas de plantas se realiza haciendo una
inmersion en tina con Vitavax 1gr/l, o Previcur 1 cc/l para luego trasladarlas
desde el sitio de la desinfeccion al sitio destinado para la siembra.

b) Siembra
El proceso de siembra se realiza de acuerdo a los siguientes pasos:

1. Sembrar 32 plantas por m? o hasta 4 plantas por pote dependiendo del
volumen del mismo.

2. Introducir la planta garantizando que la parte superior del pilén quede a
nivel del suelo.

3. Garantizar que el follaje se mantenga humedo hasta la tercera semana
de edad.

c) Pinche

Se refiere al corte pequefio que se realiza en una parte del tallo para
inducir el desarrollo de mas ramas. Este paso se realiza a la tercera semana
después de la siembra. Se hace un repaso para plantas que quedaron sin

pinchar y para ramas basales inducidas hasta la quinta semana.

d) Luz

Es necesario colocar la iluminacién cuando la planta tenga 35 cm de
alto hasta que el 30% de las bayas tenga color. Se usa iluminacién ciclica 30
min prendido y 30 min apagados durante 6 horas, con lamparas de sodio de
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250 y/o 400 watts. Se debe utilizar 12 horas netas de luz cuando se requiere

uniformizar cosecha y adelantar el ciclo.

e) Riego y fertilizacion

El fertiriego consiste en la aplicacién de una solucion fertilizante en el
cultivo, este fertiriego debe ser aplicado en los volimenes de agua que

necesita la planta y se inicia a la segunda semana de siembra.

Los volumenes de agua para fertilizar la fase de vegetativo o productivo
son de 8 a 12 litros/m? dependiendo del estado de la planta. La fertilizacién se
realiza cuatro dias a la semana con una conductividad eléctrica (E.C.) de 0.8 a
1,2 en el caso de riego con venturi (sistema de riego) y un adicional de nitrato
de calcio una vez por semana. En el caso de poda se debe cortar el fertiriego

una semana antes y una semana después de la misma.

f) Cosecha

La cosecha de los tallos se debe realizar cuando la baya haya
alcanzado el 100% de su color. El corte se lo debe realizar a la base del
tallo y se debe llevarlos a tachos de hidratacién con una solucién de pH 4,0
as5,s.
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1.4.3 Patégenos que Atacan al Cultivo de Hypericum

1.4.3.1 Roya (Puccinia sp.)

Los hongos de las royas son parasitos obligados ocasionados por
Bsidiomycetes. Se considera como una de las enfermedades de las plantas

mas destructivas.

El ciclo de la roya comprende cuatro etapas: Espermogonio, Ecidio,
Uredosporas y Teleustoro. Para la germinacion de este hongo la presencia de
agua es suficiente durante un tiempo aproximado de al menos 6 horas, para
luego pasar a la etapa de incubacion que dura de 18 a 21 dias (Toledo, 1999).

Esta enfermedad se caracteriza por la aparicion de pustulas de color
amarillo marrén en el envés de las hojas (Figura 1.6) y puede ir acompanado
de una consecuente defoliacién. La principal causa de la aparicidon de esta
enfermedad depende mucho de la humedad de las hojas y la temperatura del
ambiente, cuyo valor éptimo es de 22 °C.

Fuente: Hilsea - Laboratorio D&B Finca El Chivan
Figura 1.6 Hoja de Hypericum atacada por Roya, con presencia de
pustula.
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Las royas se pueden propagar de planta a planta ya sea que las
esporas se transporten a través del viento, insectos, la lluvia o por algunos
otros animales. La mayoria de estas atacan a hospedantes especificos por lo
que son parasitos obligados, pero existen otros hongos de roya que atacan a
diferentes géneros de hospedantes, y se los considera como formas especiales
Agrios, 1998).

El control de esta enfermedad consiste en la remocién de las hojas
infectadas y la poda antes del crecimiento de las hojas nuevas. De la misma
manera se realizan varias labores dependiendo de la época del afno, ya sea
mediante la poda o la eliminaciéon del agua en la planta especialmente de las
hojas. Asi mismo el uso de fungicidas es habitual como preventivos para la
aparicion de Roya o cuando la enfermedad esta ya muy avanzada. Entre los
fungicidas mas usados estan los cupricos , mancozeb, metalaxil, entre otros
(Toledo, 1999).

1.43.2 Gusano trozador (Agrotis ipsilon)

El ciclo de vida de Agrotis inicia desde la formacion del huevo que dura de 5 a
6 dias para pasar a la formacién de la larva que comprende de 24 a 30 dias.
Una vez que ha terminado esta fase pasan a formar pupas de color café poco
brillosas, para luego de 15 dias pasar a su estadio adulto. EI numero de
huevos colocados puede llegara a 1800 (Figura 1.7).

Black cutworni. A,Eg:g. B,Ia;a. C, Pupa. D, Adult
Fuente: http://ipm.ncsu.edu/ag271/peanuts/black cutworm.html
Figura 1.7 Ciclo de vida de Agrotis ipsilon: a) huevo, b) larva, c) pupa y d)
adulto
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La larva mide aproximadamente de 30 a 45 mm de largo y 7 mm de
ancho, presentan un color gris, son segmentados y con muy pocas manchas
negras (Figura 1.8). Estos gusanos actian en la noche alimentandose de las
hojas y tallo de plantas pequenas, una larva puede trozar a muchas plantas
pero solo danan una parte de ellas. En el dia estas larvas se ocultan bajo el
suelo, no a distancias muy profundas por lo que es facil encontrarlas (Bayer,
2007).

Fuente: www.redepapa.org/agrotis.html

Figura 1.8 Larva de Agrotis ipsilon.

Cuando alcanzan el estado adulto miden cerca de 25 mm de largo y
tienen 40 a 50 mm de expansion alar, son de color gris. (Bayer, 2007).

Al danar las hojas y los tallos, las plantas pierden tejido y manifiestan
clorosis a parte de perder el vigor por lo que pueden morir sobre todo porque el

gusano trozador llega a cortar los tallos a ras del suelo.

1.4.3.3 Nematodos fitopatégenos

Los nematodos fitopatdgenos son microscopicos, redondos, mas o
menos transparentes, su cuerpo es liso y en algunas especies la hembra se

hincha en la madurez adquiriendo la forma de una pera. La reproduccion se
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realiza por medio de huevecillos, estos en el ciclo de vida del nematodo se
incuban y desarrollan en larvas que aumentan de tamafo pasando los cuatro

estadios larvarios que duran aproximadamente 4 semanas (Agrios, 1998).

De estas etapas la primera y segunda no son infectivas, en algunas
especies, pero al llegar a las etapas infectivas, es decir al estadio de juveniles,
el nematodo necesita de un hospedante facil de infectar para que pueda
sobrevivir, lo cual también va a depender de factores ambientales (Agrios,
1998).

Los nematodos fitopatégenos pueden atacar a las semillas formando
agallas como el género Anguina, a las raices como el nematodo lesionador
Pratylenchus, el nematodo agallador Meloidogyne o el nematodo formador de
la raiz achatada como Trichodorus. Estos nematodos no solo pueden ser
caracterizados por ser causantes de varios tipos de lesiones en la mayor parte
de plantas, sino también por el tipo de cultivo al que afectan, asi por ejemplo
Haplolaimus ataca al maiz, cafia de azlcar, algodén, alfalfa; Tylenchulus ataca
a los citricos, la vid, el olivo (Agrios, 1998).

1.4.3.3.1 Meloidogyne incognita

Este nematodo perteneciente al Género Meloidogyne fue descubierto
por primera vez en Inglaterra al observar la formacion de nédulos en raices de
pepino y producia otro tipo de sintomas dependiendo de las condiciones
ambientales (Cepeda, 1996).

Meloidogyne incognita es una de las especies mas importante dentro
de este género, ya que ataca a un gran numero de plantas induciendo la
formacion de agallas (Figura 1.9) al infectar las raices de su hospedante en el
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inicio de su segundo estadio larval. Al igual que otras especies, este nematodo
ataca a varios 6rganos en diferentes plantas provocando el desarrollo de varios
sintomas como: la formacién de células gigantes, necrosis, acortamiento y
disminucién de raices ademas de interrumpir la absorcion de agua y nutrientes

por parte de la planta.

Fuente:http://academic.uprm.edu/ofarril/HTMLobj-34/NematodosDiagnosticoyCombate.pdf
Figura 1.9 Raices agalladas por ataque de Meloidogyne spp.

Por otra parte como detallan Storer etal (1982), citado por Leon
(1992), el ciclo de vida del nematodo consta de varios estadios. El primero se
da cuando se ha formado una larva completa con estilete como resultado de la
division celular, el segundo estadio larvario (Figura 1.10) ocurre con la primera
muda y se lleva a cabo dentro del huevo, y por ultimo la larva, que con ayuda
de su estilete rompe la cascara del huevo, logra salir y se mueve en direccién

de la raiz atraida por los olores.

Fuente: http://deab.upc.edu/recerca/grups_de_recerca/pocio/copy_of_1/resolveUid/
Figura 1.10 Juvenil del nematodo agallador Meloidogyne incognita.

La hembra deposita los huevos dentro de la raiz de la planta, esto en
una masa gelatinosa que es donde se desarrollan, puede depositar alrededor

de 1000 huevos en cada proceso reproductivo siendo estos de 3 a 4 veces
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(Taylor & Passer, 1983) citado por Ledn (1992). Al llegar a su tercer estadio

larvario los juveniles salen e infectan otras raices.

La mayoria de los nematodos atacan a las células internas de los
organos de las plantas pero algunos también lo hacen de forma externa,
absorbiendo algunos de los nutrientes de la planta a través de su estilete, el
cual lo utilizan para penetrar la pared celular y una vez dentro de la célula este
secreta enzimas que causan ablandamiento de la pared celular (Agrios, 1998).

Para el control de este nematodo se utilizan productos quimicos como
nematicidas o cultivos trampa, por ejemplo las plantas del género Crotalaria
que atrapan a las larvas de este nematodo agallador de la raiz (Agrios, 1998).

Una alternativa recomendada es también sembrar, en un terreno
infestado por M. incognita, el primer afio un cereal resistente como maiz, trigo,
cebada; el segundo afno, una leguminosa resistente y el tercer ano cualquier

planta.

La National Academy of Science NAS (1980) cita algunas practicas

poco utilizadas en la actualidad para eliminar este endoparasito del suelo:

e Barbecho que consiste en mantener el terreno libre de vegetacion
durante largos periodos de tiempo mediante el arado, lo cual a mas de
eliminar cualquier fuente de alimento para los nematodos, los expone al
calor y la desecacion exponiéndolos a la luz solar al quedar en la
superficie del suelo.

e La inundacién del terreno durante 12 a 22 meses puede ayudar a

controlar el ataque, posiblemente debido a la disminucién de oxigeno y
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a la formacion de sustancias quimicas fatales como resultado de la
rapida descomposicion de la materia organica.

Los cultivos de cobertura pueden ayudar al control o a la proliferacién de
los nematodos de acuerdo a su resistencia, ademas en este tipo de
practica se utilizan las llamadas plantas trampa donde el nematodo

ingresa a la raiz y aqui permanece en estado inmovil.

Temporada de siembra: consiste en sembrar las plantas en cualquier
época del afno donde la actividad del nematodo sea inhibida gracias a la
baja o alta temperatura. La adicion de abonos orgénicos al suelo puede
incrementar o disminuir la poblacién de nematodos dependiendo de la
presencia de microorganismos destructores de estos endoparasitos.

La remocién o destruccion de las plantas infectadas es un paso
importante para la destruccién de los nematodos ya que, al retirar las
raices del suelo evitamos que los nematodos puedan alimentarse y
reproducirse, aumentando su poblacion e infectando a los siguientes

cultivos.

El uso de plantas trampa y antagdnicas ha sido poco utilizado para el
control por infestacion de nematodos; por ejemplo se siembran plantas
trampa que son susceptibles a la invasion pero que pueden seguir su
ciclo aunque el nematodo haya alcanzado su estado infeccioso, donde
muchas de las plantas mueren reduciendo al mismo tiempo la poblacion
de nematodos. De la misma forma las plantas antagonicas liberan
exudados que son perjudiciales para algunas poblaciones debido a las

sustancias téxicas que los conforman.

Pero el uso de productos quimicos en campo es muy amplio ya que,
existen un sinnumero de nematicidas que actuan en los diferentes
estadios larvales pero que depende en algunos casos de las condiciones
del suelo y también del género al que pertenezca dicho nematodo.
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e Se ha visto también que el uso de abonos organicos pueden resultar
perjudicial para el desarrollo de algunos nematodos nédulo radiculares
por ejemplo la descomposicion de los residuos de centeno en el suelo
son téxicos para Meloidogyne incognita.

Otro método, y quiza el mas utilizado en los ultimos afos por los
agrénomos, es el control biol6gico por medio del uso de hongos, virus y plantas
trampa; estas Ultimas utilizadas ya que sus raices liberan exudados que
inducen la liberacion del nematodo en etapa de huevecillo y al ingresar este a
la raiz no se puede desarrollar, lo que produce su muerte (NAS, 1989).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El trabajo experimental se realiz6 en la Empresa floricola Hilsea
Investment finca el Chivan, con la responsabilidad cientifica de de La Doctora
Maria Laban, Jefe de Laboratorio de Diagnostico y Biopropagacion.

2.2 Descripcion del lugar

La Finca el Chivan esta ubicada en el sector de San Miguel de
Atalpamba, Parroquia el Quinche, Canton Quito, Provincia de Pichincha a
00°06°00” Sur, 76°16’00” Oeste, 2416 m.s.n.m.

La Empresa Hilsea Investment perteneciente al Grupo ESMERALDA
FARM cuenta con el establecimiento de 6 Fincas en nuestro pais que operan a
una rango de altitud entre 6 000 y 10 000 pies de altura: El Chivan, La Tolita,
Perucho, La Mora, La Victoria, y Flor Y Campo; las cuales desarrolan cultivos
como: Rosas, Rosas Spray , Hypericum, Lisianthus, Campanula, Ammi Majus,
Aster, Solid Aster, Delphinium, Godetia, Liatris, Limonium, Sunflowers,
Gypsophila, Mini-Gerberas y Trachelium.

Otras areas de suma importancia con las que cuenta esta Floricola son
dos Laboratorios, uno de micropropagacion Breeding and Biotechnology donde
se investiga la obtencion de nuevas variedades, ademas de mejorar las
condiciones de cultivo y resistencia de las flores, y otro Laboratorio de
Diagnostico y Biopropagacion (Figura 2.1) donde se envian muestras de
plantas de todas las Fincas para analisis fitopatoldgico, asi como también
muestras de suelos, soluciones de fertilizacién, aguas de riego, etc. Este

laboratorio cuenta con personal capacitado en varias areas como propagacion
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de biocontroladores, preparacion de sustratos y medios de cultivo, lavado de
esporas, analisis quimico y fitopatoldégico y ensayos; de las cuales las
principales actividades a mas del andlisis de muestras, es la propagaciéon de
hongos biocontroladores como Trichoderma sp., Gliolcadium sp, Verticillium
sp., Beauveria bassian, Paecilomyces lilacinus, Arthrobotrys sp., e
Hyphomycete sp. efectivos en el control al ataque de insectos, nematodos y
otros hongos fitopatégenos.

Figura 2.1 Laboratorio de Diagndstico y Biopropagacion de Hilsea en la
Finca El Chivan.

2.3 Periodo de tiempo de investigaciéon

Fecha de inicio: 8 de Abril del 2008

Fecha de finalizacion: 25 de Marzo del 2009
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2.4 Diseno Estadistico de las Fases de la Investigacion
2.4.1 Micorrizacion de plantas de Hypericum

Para realizar esta fase experimental se utilizaron plantas de Hypericum,
las cuales fueron sometidas a dos tipos de indculo con hongos micorricicos.

La unidad experimental estuvo constituida por 10 potes que contenian
cada uno tres plantas. Cada tratamiento con sus seis repeticiones estuvo
formado por 60 potes dando un total de 180 potes por los tres tratamientos.
Factor en estudio:

1. Inéculo
lo: Sin in6culo
[1: In6culo 1 (In6culo nativo)
I2: In6culo 2 (Formulacion comercial)
Tratamientos

Del factor en estudio se tuvo un total de 3 tratamientos (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Tratamientos de la fase de micorrizacion

Tratamientos Nomenclatura Descripcion
T1 lo Testigo sin in6culo
T2 11 Inéculo 1 (Inéculo nativo)
T3 12 Inéculo 2 (formulacién comercial)
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Disefo experimental

Se aplico un Disefio Completamente al Azar con seis repeticiones.

Esquema del analisis de varianza

Fuentes de Variacion GL
Total 17

Tratamientos 2
Error 12

Ademas se midi6 el coeficiente de variacion (CV%) y se realiz6 una prueba de
Duncan al 5% para tratamientos en general.

La distribucidn de los tratamientos se indica en la Figura 2.2.

T T T T T T T T T
3 3 2 1 2 3 1 3 2
R R R R R R R R R
6 2 1 2 6 3 6 4 2
T T T T T T T T T
3 1 2 1 1 2 2 3 1
R R R R R R R R R
1 5 4 3 4 3 5 5 1

Figura 2.2 Distribucion de los tratamientos de la fase de micorrizacion
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Variables estudiadas

Altura de la planta
Peso de raiz
Colonizacién micorricica

Numero de esporas
2.4.2 Interaccion con Meloidogyne incognita

Para realizar esta fase se utilizaron plantas de Hypericum micorrizadas
con dos tipos de in6culo micorricico: nativo y comercial. De los seis
tratamientos, tres de ellos fueron inoculados con nematodos de Meloidogyne
incognita y tres no.

La unidad experimental estuvo constituida por 10 potes que contenian
cada uno tres plantas. Cada tratamiento con tres repeticiones estuvo formado
por 30 potes dando un total de 180 potes por los seis tratamientos.

Factores en estudio
1. Inéculo

lo: Sin in6culo

[1: In6culo 1 (In6culo nativo)

[2: In6culo 2 (Formulacion comercial)
2. Nematodo

No: Sin nematodo

N1: Con nematodo
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Tratamientos

De la combinaciéon de los factores en estudio se tuvieron un total de 6

tratamientos (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Tratamientos de la fase de interaccion con Meloidogyne
incognita

Tratamientos Nomenclatura Descripcion
T1 loNo Sin in6culo, sin nematodo
T2 [oN1 Sin in6culo, con nematodo
T3 [1No In6culo 1, sin nematodo
T4 [1NT In6culo 1, con nematodo
T5 I2No In6culo 2, sin nematodo
T6 I2N1 In6culo 2, con nematodo

Diseio experimental

Se aplicd un Disefio Completamente al Azar en un arreglo factorial de 3x2 con

tres repeticiones.

Esquema del analisis de variancia

Fuentes de Variacion GL
Total 17
Tratamientos 5
In6culo (1) 2
Nematodo (N) 1
I x N 2
Error 12
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Ademas se midi6 el coeficiente de variacion (CV%) y se realiz6 una prueba de
Duncan al 5% para tratamientos en general, in6culos y nematodos. La
distribucién de los tratamientos se indica en la Figura 2.3.

T T T T T T T T T
6 5 3 1 4 5 2 6 3
R R R R R R R R R
3 2 1 2 3 3 3 1 2
T T T T T T T T T
5 2 4 1 2 3 4 6 1
R R R R R R R R R
1 2 1 3 1 3 2 2 1

Figura 2.3 Distribucion de los tratamientos de la fase de interaccion con
Meloidogyne incognita

Variables estudiadas

indice de agallamiento
Numero de nematodos
Numero de esporas
Colonizacién micorricica
Longitud de raiz

Peso de raiz

Altura de la planta
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El programa estadistico utilizado para este andlisis fue InfoStat version 2004.
Mediante este software estadistico se pudo realizar los anadlisis de variancia y
la prueba de Duncan al 5% para las variables estudiadas en las dos fases de la

investigacion.

2.4.3 Sistema de Hipotesis
2.4.3.1 Micorrizacion de plantas de Hypericum
Hi: La micorriza nativa inoculada en Hypericum si coloniza la raiz de la planta.

Ho: La micorriza nativa inoculada en Hypericum no coloniza la raiz de la

planta.

Hi: Las micorrizas provenientes de la formulacion comercial inoculadas en

Hypericum si colonizan la raiz de la planta.

Ho: Las micorrizas provenientes de la formulacién comercial inoculadas en

Hypericum no colonizan la raiz de la planta.

2.4.3.2 Interaccion con Meloidogyne incognita
Hi: La micorriza nativa que colonizé la raiz de las plantas de Hypericum, ayuda
a controlar el ataque por nematodos.

Ho: La micorriza nativa que coloniz6 la raiz de las plantas de Hypericum, no

ayuda a controlar el ataque por nematodos.

Hi: Las micorrizas provenientes de la formulacion comercial que colonizaron la

raiz de las plantas de Hypericum, ayudan a controlar el ataque por nematodos.

Ho: Las micorrizas provenientes de la formulacién comercial que colonizaron la
raiz de las plantas de Hypericum, no ayudan a controlar el ataque por

nematodos.
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2.5 Materiales y Métodos

2.5.1 Micorrizacion de plantas de Hypericum

Esta fase consisti6 en la inoculacibn de hongos formadores de
micorrizas vesiculo arbusculares en planta de Hypericum. Las micorrizas
fueron aisladas de suelo nativo y plantas perennes para su multiplicacién en
invernadero. Se establecieron primero cultivos trampa y de estos, una vez
conseguida la simbiosis hongo-planta, se inoculdé en plantas de Hypericum. A
continuacion se detalla con mayor claridad los pasos de esta fase.

2.5.1.1 Aislamiento de la micorriza nativa

Consisti6 en obtener micorrizas vesiculo arbusculares de suelos

nativos para emplearlos como in6culo.

a) Descripcion del sitio de muestreo

Para el aislamiento de la micorriza nativa se buscd un lugar que no
haya sido afectado anteriormente por actividades agricolas o asentamientos
humanos vy con presencia de plantas silvestres, con el fin de asegurar la
busqueda de las micorrizas. Ademas el lugar debid ser un lugar con las mismas
caracteristicas de suelo donde se realizaria la siembra de Hypericum para que
la micorriza se adapte facilmente al suelo de cultivo y sus condiciones

ambientales sean las éptimas.

El terreno utilizado para dicho aislamiento se encontr6 en la parroquia

El Quinche, en el sector de Inguifaro.
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b) Muestreo de raices de plantas silvestres para identificacion de

micorrizas

Este paso consistio en un examen minucioso de las raices de plantas
silvestres con el fin de encontrar la existencia de simbiosis entre micorrizas y

las raices de dichas plantas.

Se muestrearon varias plantas silvestres que fueron analizadas en el
laboratorio mediante tincidon con azul de tripan y observadas al microscopio
para identificar la presencia de hifas y vesiculas, caracteristica de una
colonizacion por hongos VAM. Asi también se realizd conteo de esporas a
partir de suelo recolectado. Después de cinco recolecciones de plantas como
holco, pastos y retama, se encontré que la planta de pasto silvestre sirvié para

obtener el in6culo e iniciar la primer fase de la investigacién (SDT, 2004).

La etapa de muestreo duré aproximadamente un mes para hallar las
plantas micorrizadas. Se visitaron terrenos baldios de la Parroquia El Quinche
con el fin de hallar micorrizas del lugar y facilitar el desarrollo de estas en
invernadero con el mismo tipo de suelo y facilitar también su adaptabilidad al

ambiente.

c) Conteo de esporas de micorriza nativa

El conteo de esporas se realizd6 a partir de las muestras de suelo
recolectado, mediante la metodologia de tamizaje y centrifugacion en
gradiente de sacarosa. Consistié en tamizar la muestra de suelo con el fin de
eliminar particulas de gran tamafo y mediante centrifugacién obtener una
interfase con presencia de esporas las cuales fueron visibles con la aplicacion
de un azucar como la sacarosa (Gerderman & Nicholson, 1963). Este método

fue modificado de acuerdo a los materiales de laboratorio.
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El procedimiento fue como se detalla a continuacion:

Primero se tomd 50 gramos de suelo seco y se coloco en 1 litro de agua, el
cual se lo mezclé por 15 minutos para luego verter la mezcla sobre los tamices
y lavarla con agua el contenido del tamiz superior. Del tamiz de 325 mesh se
recogié con cuidado la interfase y se la virtié en un tubo de centrifuga de 50 ml
con 25 a 30 ml de agua. Luego se adicionaron 20 ml de solucién de sacarosa
72% con Tween 80 al 2%; de manera que la solucién quedd por debajo del
material suspendido en agua. Se equilibraron los tubos para centrifugarlos
durante 5 minutos a 2000 r.p.m. Con la ayuda de una jeringa se recogieron las
esporas que quedaron en la interfase y se paso el contenido de la jeringa por el
tamiz de 500 mesh para luego lavarlo y eliminar la sacarosa. Por ultimo se
recogid el contenido del tamiz en una pequena caja de vidrio y se procedio al

conteo respectivo.

d) Tincidn de raices de plantas de pasto silvestre

El procedimiento de tincion (Figura 2.4) se lo realiz6 segun el método
descrito por Phillips y Hayman (1970):

Se lavaron las raices con abundante agua, se secaron en papel filtro y se
dividieron las raices en segmentos pequenos de aproximadamente 2 mm.
Luego se cubrieron las raices con solucion de KOH al 10%, se colocaron a
bafio Maria (90°C) durante 10 a 15 minutos, se extrajeron las raices y se
lavaron con abundante agua. Luego se acidificaron con una solucién de HCI al
1N durante 10 minutos, se decanté el HCI sin lavar y los segmentos se
introdujeron luego en azul de tripdn 0,05%. Los segmentos se colocaron
nuevamente a bano Maria por 10 minutos a 90°C, se lavaron un poco las
raices y se colocaron en lactoglicerol durante varias horas para quitar el exceso
de colorante. Una vez que transcurrido este tiempo se procedié a la

observacion al microscopio para identificar la presencia de micorrizas.
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Figura 2.4 Raices de plantas de pasto silvestre en el proceso de tincion
con azul de tripan para observacion de hongos micorricicos albusculares.

e) Caracterizacion morfolégica de la micorriza nativa

Una vez seguros de la presencia de micorrizas en las muestras, el
siguiente paso fue la caracterizacion morfolégica del hongo con el fin de
conocer el posible Género (Duchicela, 2001 ). Para esto se utilizé la coleccién
de micorrizas vesiculo arbusculares INVAM, cuya pagina esta publicada en:
http//: invam.caf.wvu.edu/

Al realizar la identificacion de esporas se tomaron fotografias de las
mismas para compararlas con la coleccion INVAM y establecer tentativamente
el posible Género al que pertenecen.

2.5.1.2 Propagacion de la micorriza nativa para la multiplicacion de la
micorriza

Es la multiplicaciéon del hongo mediante el uso de cultivos trampa, es
decir plantas susceptibles de micorrizacion.
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a) Preparacion del indculo nativo a partir de raices de plantas de pasto

silvestre para el establecimiento de cultivos trampa

Las raices de las plantas aisladas se cortaron en fragmentos pequenos
y junto con el suelo se realiz6 una sola mezcla para utilizarlo como inéculo de

los cultivos trampa (Figura 2.5).

Figura 2.5 Planta de pasto silvestre y preparacion del indculo nativo para
la propagacion de micorrizas en cultivos trampa.

b) Desarrollo de cultivos trampa para la propagacion de la micorriza
nativa

Al encontrar plantas silvestres colonizadas con hongos VAM, se
utilizaron como in6culo sus raices y suelo para propagar las micorrizas en
cultivos trampa con el fin de obtener mayor cantidad de esporas. Se sembraron
semillas de Brachiaria, cebolla y avena combinadas entre si y también por
separado en potes bajo invernadero. Se rellenaron los potes con las dos
terceras partes de tierra normal, se esteriliz6 el suelo, se anadié luego una
capa del inéculo previamente preparado, y por ultimo otra capa del sustrato
estéril (Figura 2.6). Estos cultivos trampa se desarrollaron por cuatro meses al
final de los cuales se tomaron muestras de raices y suelo para analizarlos
mediante tincién de raices y conteo de esporas. Una vez seguros de que la
simbiosis fue positiva estos cultivos trampa se prepararon como indculo para
las plantas de Hypericum (STD, 2004).
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Figura 2.6 a)Potes con suelo estéril, b) semillas desinfectadas y c)
establecimiento de cultivos trampa.

c) Preparaciéon del indculo nativo propagado en cultivos trampa para su
aplicacion en las plantas de Hypericum

Luego de cuatro meses del crecimiento de los cultivos trampa se
cortaron las plantas por la base del tallo y se sometieron las raices a estrés
hidrico durante 10 dias con el fin de inducir la esporulacién. Cumplido este
periodo la preparacion del inéculo se realizé6 como se lo hizo para los cultivos
trampa. Las plantas de Barchiaria, cebolla y avena fueron extraidas
cuidadosamente de los potes y de estas se cortaron las raices en fragmentos
para mezclarlas con el suelo y formar un solo indculo (STD, 2004) (Figura 2.7).

Figura 2.7 Corte de tallos de los cultivos trampa a las 16 semanas de
siembra para obtencion del inéculo nativo de plantas de Hypericum.
39



2.5.1.3 Cultivo de Hypericum

El cultivo de las plantas de Hypericum se llevo a cabo bajo invernadero
(Figura 2.8) en condiciones controladas como luz, humedad, tempertura con
valores de temperatura que desde 12 a 28°C y con una humedad relativa del
70%.

Figura 2.8 Invernadero del Laboratorio de Diagndstico y Biopropagacion
donde se llevo a cabo el ensayo.

a) Muestreo y analisis del suelo para el cultivo de Hypericum

Antes del cultivo de la planta se tomaron muestras de suelo, el cual se
extrajo de la Finca La Mora.

El muestreo se realizd en diferentes puntos del terreno en forma de
“X’0 de "W" a una profundidad 20 cm. Estas muestras se colocaron en un
balde para mezclar y homogenizar completamente y luego se obtuvo una sola
muestra (CORPOICA, 1997), la cual fue analizada en laboratorio.

b) Inoculacidon de la micorriza nativa en plantas de Hypericum

Consistio en colocar el hongo propagado en el sustrato donde
crecieron las plantas de Hypericum con el fin de llevar a cabo su micorrizacién.
Los potes fueron llenados hasta la mitad con suelo recolectado de la Finca La
Mora y cascajo 50:50, se esteriliz6 colocando agua hervida en cada uno de

ellos y pasadas algunas horas se coloc6 en la otra mitad del pote el indculo,
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mezclando todo para homogenizar el sustrato de cultivo. El proceso de
esterilizacion fue realizado de acuerdo al método utilizado en el Laboratorio de
Diagndstico y Biopropagacion de la finca El Chivan (Figura 2.9).

Figura 2.9 Potes con indculo nativo obtenido de los cultivos trampa
para sustrato de las plantas de Hypericum.

Una vez listo el sustrato, se sembraron 3 plantulas de Hypericum
variedad Chocolate por pote (Figura 2.10), provenientes de la Finca La
Victoria.

Figura 2.10 Potes con plantulas de Hypericum variedad Chocolate y
distribucion de los tratamientos en invernadero.

41



¢) Inéculacion de las micorrizas de la formulacion comercial en las
plantas de Hypericum

La formulaciéon comercial utilizada como inoculante en suspension tenia
la siguiente composicion de hongos formadores de micorrizas vesiculo
arbusculares: Glomus sp. principalmente: Glomus fasiculatum y otros como

Glomus manihotis y/o Glomus mosseae (Figura 2.11) .

Al igual que para la inoculacion de la micorriza nativa, se llenaron los
potes con suelo y cascajo estéril 50:50. Se sembraron 3 plantulas de
Hypericum por pote y a los 8 dias de la siembra se inocul6 en cada pote 250 cc
del preparado comercial colocando esta mezcla alrededor de la planta en

contacto con las raices.

::5‘:

Figura 2.11 Formulacion comercial de micorrizas y preparacion del
inéculo para aplicacion en plantulas de Hypericum a los 8 dias de
siembra.

2.5.1.4 Manejo del cultivo de Hypericum

El manejo se llevo a cabo de acuerdo a la ficha técnica de este cultivo
(Introduccién, Cap. 1), tomando en cuenta fertirriego, pinche, luz, etc. La
fertilizacion se realizé a partir de la tercera semana de siembra cuya dosis se
muestra en el cuadro 2.3 (Anexo A).
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Cuadro 2.3 Dosis de fertilizacion para el cultivo de Hypericum.

DOSIS DE MACRO Y MICROELEMENTOS PARA FERTILIZACION DE

PLANTAS DE HYPERICUM

ELEMENTO ppm Vegetativo Sol. Madre (cc/L)
N 120 4
P 40 4
K 80 2,5

Ca 75 2,5
Mg 63 3,5
Cu 1,7 1,7
Fe 2 1,25
Mn 1,5 0,6
Zn 1,6 1
B 0,15 0,3
Mo 0,1 0,2

Fuente: Laboratorio D&B Finca El Chivan

2.5.2 Interaccion con Meloidogyne incognita

En esta fase se inoculé suelo infestado de nematodos con presencia de

raices agalladas y presencia de hembras de Meloidogyne en el sustrato del

cultivo de Hypericum para observar su comportamiento frente a las micorrizas.

2.5.2.1 Inoculacion del nematodo nodulador Meloidogyne incognita

La infeccion se realiz6 una vez micorrizadas las plantas de Hypericum.

A los cuatro meses de la siembra se colocé en cada pote 50 g de suelo

infestado por nematodos con residuos de raices agalladas y con presencia de

hembras de Meloidogyne.
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2.6 Analisis de Datos

2.6.1 Micorrizacion de plantas de Hypericum

A partir del segundo mes de la inoculacion se realizaron un muestreo
cada 15 dias hasta el cuarto mes de crecimiento de la planta, tomando
muestras de las seis repeticiones por tratamiento. Las variables a estudiar
fueron las que se detallan a continuacion.

2.6.1.1 Altura de plantas de Hypericum

Se midio la altura de la planta utilizando un flexdmetro, esto se realizé
para las seis repeticiones por tratamiento a lo largo de los 4 primeros meses

del cultivo.

2.6.1.2 Peso de raiz de plantas de Hypericum

Los tallos de las plantas se cortaron en la base y se dejaron
unicamente las raices, las cuales fueron lavadas y secadas para eliminar el

exceso de sustrato y posteriormente se pesaron directamente en la balanza.

2.6.1.3 Colonizacion de la micorriza nativa y las micorrizas de la

formulacion comercial en plantas de Hypericum

El porcentaje de colonizacién se realizé de acuerdo al método descrito
por (Biermann & Linderman, 1981). Los segmentos de las raices tenidas fueron
distribuidos en un portaobjetos para realizar observaciones en el microscopio y
fueron contabilizados aquellos segmentos que presentaron estructuras fungicas

como hifas, arbusculos y/o vesiculas; asi como los segmentos no colonizados.
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Para el céalculo se utilizé la siguiente férmula:

#segmentoscolonizados 4100

Y%colonizacion =
#segmentostotales

(colonizados+no colonizados)

2.6.1.4 Conteo de esporas de micorriza en el suelo de cultivo de plantas
de Hypericum

El conteo de esporas se realizd mediante el método descrito por
Gerderman y Nicholson (1963), efectuado anteriormente para el conteo de las

esporas del suelo nativo y su posterior caracterizacion.

2.6.2 Interaccion con Meloidogyne incognita

En esta fase se realiz6 un muestreo de suelo cada 15 dias hasta la
cosecha para realizar el conteo de nematodos y esporas. Al final de la cosecha
se midié la altura de las plantas y se observé el indice de agallamiento, el
porcentaje de colonizacién, el peso de la raiz, la longitud de la misma vy la
altura de la planta.

Se realizd un muestreo de las tres repeticiones por tratamiento. Asi
también se observaron sintomas que nos indique si el nematodo afecté o no a
la planta como altura donde las plantas afectadas sufren sintomas de
enanismo, color de las hojas que al ser una planta enferma presenta clorosis, y

presencia de necrosis de las hojas.

2.6.2.1 indice de agallamiento del sistema radicular de plantas de
Hypericum

Este es un indicador del numero o grado de agallas que se encuentran
en la raiz, es decir el dafo que los nematodos causaron a la planta y su

capacidad para atacarla, manifestandose en la presencia de nudosidades.
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En el indice de agallamiento se observaron las nudosidades y se
clasificd segun la escala de Taylor (Cuadro 2.4):

Cuadro 2.4 Escalas del indice de agallamiento en raices atacadas por
Meloidogyne spp.

INDICE ESCALA

o

Raices sin nudosidades

—

Raices con poca nudosidad

Raices con muchas nudosidades pequenas

Raices con pocas nudosidades grandes

Raices con muchas nudosidades grandes

gl M~ WO N

Raices con grandes deformaciones

2.6.2.2 Conteo de nematodos de Meloidogyne incognita en el suelo de
cultivo de plantas de Hypericum

Para el conteo de nematodos se utilizé el método de centrifugacion o
método de la flotacion del azucar que se basa en tomar una muestra de suelo
y mezclarla con un volumen mayor de agua, asi los nematodos flotaran en el
agua y se pueden colectar en tamices de diferentes tamafnos de poro. La
mezcla se agitdé y se dejo reposar por 30 segundos. El sobrenadante se colocé
primero en un tamiz de 45 mesh para retener las particulas mas grandes y
luego por un tamiz de 230 mesh , el cual retuvo a los nematodos de gran
tamano pero dejé pasar a los mas pequenos. Este Ultimo se pasé por un tamiz
de 500 mesh donde se atraparon los nematodos y residuos mas pequefos.
Estos se lavaron en el tamiz y se recogieron en un tubo para centrifugar a 3000
rpm durante 4 min, se retiré el sobrenadante y se llené el tubo con una solucién
de azucar (1lb./l agua), se agité hasta que se suspendié el sedimento y se llevd
una vez mas a la centrifuga a 3000 rpm por un lapso de 30 a 120 seg., los
nematodos se mantuvieron suspendidos y el sobrenadante se paso por el tamiz

mas fino el cual retuvo los nematodos. Se elimin6 de los nematodos la solucién
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de azucar mediante varios lavados con piceta y una vez limpios se recolectaron
en una caja Petri 0 placa para efectuar el conteo y hacer observaciones
(Agrios, 1998).

De acuerdo al Proyecto Internacional de Meloidogyne, la escala del
namero de nematodos y su grado de infestacion (Cuadro 2.5) es la siguiente:

Cuadro 2.5 Escala de Meloidogyne en suelo y rangos de infestacion.

ESCALA DESCRIPCION
0 juveniles Infestacion nula
1-25 juveniles Infestacion ligera
26-50 juveniles Infestacion regular (nivel critico de dafo)
51-75 juveniles Infestacion fuerte
Mas de 75 juveniles Infestacion muy fuerte

2.6.2.3 Conteo de esporas de micorriza en el suelo de cultivo de plantas
de Hypericum bajo la aplicacion de Meloidogyne incognita

Se utiliz6 el método de Gerderman y Nicholson (1963), descrito anteriormente.
2.6.2.4 Colonizacion de la micorriza nativa y las micorrizas de la
formulacion comercial en plantas de Hypericum bajo la aplicacion de
Meloidogyne incognita

Al igual que en la fase de micorrizacion, el calculo del porcentaje se lo

realiz6 mediante el método descrito por Biermann & Linderman (1981),

detallado anteriormente.
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2.6.2.5 Longitud de raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicaciéon de
Meloidogyne incognita

Para la medicion de la longitud de raiz se utilizé un flexémetro y se

analizaron para las tres repeticiones de cada tratamiento.

2.6.2.6 Peso de raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de
Meloidogyne incognita

Las raices de las plantas evaluadas fueron pesadas una vez que se

elimind su parte aérea, en una balanza electrénica.

2.6.2.7 Altura de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de Meloidogyne

incognita

De la misma manera que en la primera fase, se procedié6 a medir la
altura de la planta antes de ser desprendida de los potes, para lo cual se utilizé

un flexdbmetro.

48



CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Micorrizacion de Plantas de Hypericum

3.1.1 Altura de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos de

inéculos de micorriza: indculo nativo y formulacion comercial

Al establecer los andlisis de varianza para la altura de plantas de
Hypericum, se detecté diferencias estadisticas al nivel del 1% en las semanas

8, 10y 14, mientras que al 5% en las semanas 12y 16 (Tabla 3.1).

Los promedios van incrementandose de 6,33 cm en la semana 8 hasta
18,17 cm en la semana 16 con coeficientes de variacion entre 9,03 a 23,27%
(Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Analisis de varianza para altura de plantas de Hypericum bajo la
aplicacion de dos tipos de indculos de micorriza: inéculo nativo vy
formulacion comercial. Hilsea, Pichincha, El Quinche, 2009.

FUENTES DE EVALUACION DE LA ALTURA DE PLANTAS
VARIACION GL (Semanas a la inoculacion de las micorrizas)
8 10 12 14 16
TOTAL 17
TRATAMIENTO 2 24,13** 15,98** 7,88* 133,22** 99,13*

ERROR 15 0,61 1,12 1,33 10,66 16,92
X (cm) 6,33 9,72 12,75 14,03 18,17
CV (%) 12,32 10,88 9,03 03,27 2264

*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias

Bajo la utilizacion de la micorriza nativa se logro, en términos
generales, las mayores alturas de plantas de Hypericum, a lo largo de las
evaluaciones establecidas. La micorriza nativa ocup6 el primer lugar del primer
rango mediante la prueba de Duncan al 5% en todas las evaluaciones a
excepcion de la evaluacion a la décima semana que ocupa el segundo rango,

mientras que el testigo presento las alturas menores y se encuentra ubicado en
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el ultimo rango en todas las semanas de la 8 a la 16 (Anexo B). La formulacién
comercial de micorrizas dio lugar a valores intermedios. Este indculo en las
semanas 10, 12 y 14 se ubicé en el rango “a” mientras que en las semanas 8y
16 ocup6 el rango “b”, por lo cual el tratamiento 2 (micorriza nativa) fue el
mejor para esta variable.

En la Figura 3.1 se aprecian estos comportamientos a lo largo de la
primera fase de micorrizacién manifestandose el efecto del in6culo nativo sobre
la altura de la planta como la mejor, en la mayoria de los casos, frente al testigo
y a la formulacion comercial de micorrizas, ademas de presentar incrementos
continuos a lo largo de la primera fase. Aunque los dos tipos de in6culo

permanecian cerca uno de otro siempre prevalecié la micorriza nativa.

EFECTO DE LA APLICACION DE DOS TIPOS DE INOCULOS
DE MICORRIZA SOBRE LA ALTURA DE LAS PLANTAS DE
HYPERICUM
__ 25
.g.’_ 20 __—
8
S 15
-
o 10
©
©
5 5 —
< 0 : : : : ,
8 10 12 14 16
Semanas después de lainoculacion de micorrizas
Testigo Inéculo nativo Inéculo comercial
TRATAMIENTO 8 10 12 14 16
T1: Testigo 425 ¢ 8,29 b 11,50 b 8,60 b 15,00 b

T2: Inéculo nativo 8,25 a 9,38 b 13,75a 17,00 a 22,75 a

T3: Inéculo comercial 6,50 b 11,50 a 13,00 a 16,50 a 16,75 b

Figura 3.1 Efecto de la aplicacion de dos tipos de inoculos de
micorriza: indculo nativo y formulacion comercial sobre la altura de

plantas de Hypericum durante las 16 primeras semanas después de la
inoculacion.
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3.1.2 Peso de raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos

de inéculos de micorriza: inéculo nativo y formulacion comercial

Al realizar el analisis de varianza para la variable peso de raiz se
observd que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos
considerando el peso a la semana 14 y fue significativas para peso a las
semanas 8, 12 y 16, mientras que en la semana 10 no hubieron diferencias

significativas (Tabla 3.2).

Los promedios del peso de la raiz de las plantas de Hypericum van
incrementandose de 1,42 g en la semana 8 a 2,93 g en la semana 16. Los

coeficientes de variacidon se encuentran entre 29,48 y 47,41%.

Tabla 3.2 Analisis de varianza para peso de raiz de plantas de Hypericum
bajo la aplicacion de dos tipos de inéculos de micorriza: inéculo nativo y
formulacion comercial. Hilsea, Pichincha, El Quinche, 2009.

EVALUACION DEL PESO DE RAIZ DE LAS
PLANTAS
FyA\EI:lIZE:?O?\IE GL (Semanas a la inoculacién de las micorrizas)
8 10 12 14 16
TOTAL 17
TRATAMIENTO 2 1,27* 0,46 ns 1,64* 5,58** 10,70*
ERROR 15 0.29 0,25 0,37 0,53 1,93
X (g) 1,42 1,54 2,08 222 | 293
CV (%) 38,35 32,56 29,48 32,68 47,41

*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias

Segun Duncan al 5%, se observa que en todas las semanas, tanto el
inéculo nativo como el indculo comercial, se ubican en el rango “a” con valores
que determinan, a mas de los rangos, que el inéculo comecial en las semanas
8, 10 y 14 es el mejor, mientras que en las semanas 12 y 16 la micorriza nativa
lo es. El testigo en todas las evaluaciones a lo largo de la primera fase se ubicé

en el rango “b” presentando los pesos menores de la raiz.
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La diferencia de pesos entre semanas, para cada tratamiento, se
aprecia en la Figura 3.2, especialmente para la micorriza nativa en relacién al
inéculo comercial y al testigo. A pesar de las diferencias entre inéculos (T2 y
T3), éstos micorrizaron efectivamente a las plantas inoculadas, reflejando
mejores pesos de raiz que el testigo, aunque no en todas las evaluaciones el
efecto fue continuo.

4,5

3,5 /

—~—
e e——

Pesoderaiz (g)

0,5
0 T T T T 1
8 10 12 14 16
Semanas después de la inoculacion de micorrizas
—— Testigo Cepanativa —— Cepacomercial
TRATAMIENTO 8 10 12 14 16
T1: Testigo 40,91 b 1,42 a 1,58 b 1,22 b 1,64 b
T2: Inéculo nativo 1,54 ab 1,35a 2,58 a 2,30 a 4,31a
T3: Inéculo comercial 1,80 a 1,86 a 2,12 ab 3,14 a 2,84 ab

Figura 3.2 Efecto de la aplicacion de dos tipos de indculos de micorriza:
inéculo nativo y formulacion comercial sobre el peso de la raiz en plantas
de Hypericum durante las 16 primeras semanas después de la
inoculacion.
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3.1.3 Colonizacion micorricica en raices de plantas de Hypericum bajo la
aplicacion de dos tipos de inoculos de micorriza: indculo nativo y

formulacion comercial

En el andlisis de varianza para porcentaje de colonizacion por parte de
la micorriza nativa y la formulacion comercial en raices de Hypericum, se
observd que los tratamientos tuvieron efectos altamente significativos en las

semanas 8, 10, 12, 14 y 16, es decir, en toda la primera fase (Tabla 3.3).

Los promedios variaron durante las semanas de muestreo, estos
valores se encuentran entre 11,11 y 20,00%; mientras que los coeficientes de
variacion estan entre 53,53 y 80,59 %.

Tabla 3.3 Analisis de varianza para porcentaje de colonizacidon en raices
de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos de in6culos de
micorriza: indculo nativo y formulacion comercial. Hilsea, Pinchincha, El
Quinche, 2009.

EVALUACION DEL PORCENTAJE DE COLONIZACION EN
EL SISTEMA RADICULAR DE LAS PLANTAS
FUENTE PE GL (Semanas a la inoculacion de las micorrizas )
VARIACION
8 10 12 14 16
TOTAL 17
TRATAMIENTO | 2 | 1372,22** | 2422,22** | 4200,00** | 3716,67** | 3905,56™*
ERROR 15 55,56 102,22 240,00 134,44 245,56
X (%) 11,11 18,89 20,00 18,33 19,44
CV (%) 67.08 53,53 77,46 63,25 80,59
*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias

Los valores entregados como resultado de la prueba de Duncan al 5%
para la variable colonizacion micorricica en raices de Hypericum, nos indican
que en todas las evaluaciones el mejor tratamiento fue el indculo nativo
colocanose en el rango “a”. El tratamiento 3 (formulacion comercial) ocupoé el
segundo lugar (rango b) junto con el testigo en todas las evaluaciones a
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excepcion de la semana 10. A diferencia del tratamiento 1 (testigo), la
formulacion comercial de micorrizas mostré un porcentaje de micorrizacién
cuyos valores de las medias se encuentran entre 8,33 y 16,67%, mientras que

el testigo no presenté micorrizacion.

La Figura 3.3 muestra como se incrementa el porcentaje de
colonizacion desde la semana 8 hasta la semana 16 para dos tratamientos (T2
y T3), los valores entre tratamiento se alejan significativamente. El Tratamiento
2 alcanz6é su mayor colonizacion a la semana 12 y lo mantuvo durante las

ultimas semanas con rangos pequenos de variacion.

EFECTO DE LA APLICACION DE DOS TIPOS DE
INOCULOS DE MICORRIZA SOBRE EL PORCENTAIJE DE
< COLONIZACION
= 60
)
g 50 /
N
= 40
= /
© 30 C
(5]
()
-E- 10 ——
: 0 | 1 T T 1
8
° 8 10 12 14 16
a.
Semanas después de la inoculacién de micorrizas
Testigo Indculo nativo Inéculo comercial
TRATAMIENTO 8 10 12 14 16
T1: Testigo 0,00 b 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
T2: Inéculo nativo 28,33 a 40,00 a 50,00 a 46,67 a 48,33 a
T3: Indculo comercial 500 b 16,67 b 10,00 b 833 b 10,00 b

Figura 3.3 Porcentaje de colonizaciéon en raices de plantas de
Hypericum durante las 16 primeras semanas después de la aplicacion
de dos tipos de inéculos de micorriza: inéculo nativo y formulacién
comercial.
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3.1.4 Numero de esporas en el suelo de cultivo de plantas de Hypericum
bajo la aplicacion de dos indculos de micorriza: inéculo nativo y

formulacion comercial

Al realizar el analisis de varianza para la variable nimero de esporas
se obtuvieron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos en
todas las semanas de la 8 a la 16, mientras que los valores de los promedios
se van incrementando a excepcién de la semana 14 donde se obtuvo un valor
que pasé de 17,44 a 16,11 (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Analisis de varianza para numero de esporas en suelo usado
como sustrato para plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos
de indculos de micorriza: indculo nativo y formulacion comercial. Hilsea,
Pichincha, El Quinche, 2009.

EVALUACION DEL NUMERO DE ESPORAS EN
SUELO
FUENTES DE GL (Semanas a la inoculacion de las micorrizas)
VARIACION
8 10 12 14 16
TOTAL 17
TRATAMIENTO 2 | 34,39** | 1658,00** | 2257,56** | 1894,06** | 3900,06**
ERROR 15 | 2,69 24,00 13,29 59,84 30,19
X (N9) 1,78 15,33 17,44 16,11 20,94
CV (%) 92,24 31,95 20,90 4555 26,23

*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias

Segun la prueba de Duncan al 5% para nimero de esporas en suelo,
en todas las semanas el inéculo comercial presentd diferencias estadisticas
significativas con respecto al testigo y al inéculo nativo. El rango en todas las
evaluaciones para la micorriza nativa fue “a” mientras que para las micorrizas
de la formulacién comercial fue “b” y para el testigo fue “c”, a excepcién de la
semana 8 donde el valor de la media para la formulacién comercial fue cercano
a cero, lo cual explica la ubicacion de los tratamientos (T1 y T2) en el mismo

rango.
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En la Figura 3.4 se observa una esporulacién minima al inicio del
muestreo, es decir en la semana 8, tanto para el inéculo 1 (micorriza nativa)
como para el inéculo 2 (formulacion comercial). El testigo en todas las semanas

no present6 esporulacion debido a la ausencia del inéculo.

Las curvas de crecimiento indican la conducta de la micorriza nativa y
la formulacién comercial en la Figura 3.4. Al igual que en el porcentaje de
colonizacion, se observa diferencia entre los valores de estos dos tratamientos.
Se puede apreciar que la micorriza nativa, a la semana 16, alcanz6 valores
maximos con respecto a las evaluaciones anteriores. El in6culo de la
formulacibn comercial a partir de la semana 10 presentd valores que
permanecen aproximadamente constantes hasta la Ultima semana de

evaluacioén de la fase |.

EFECTO DE LA APLICACION DE DOS TIPOS DE INOCULOS DE
MICORRIZA SOBRE ELNUMERO DE ESPORAS

60
50

40 /
30

. /

B s

8 10 12 14 16

Numero de esporas / 50 g de suelo

Semanas después de la inoculacion de micorrizas

Testigo Inéculo nativo Inéculo comercial
TRATAMIENTO 8 10 12 14 16
T1: Testigo 0,00 c 0,00 c 0,00 c 0,00 c 0,00 c
T2: Inéculo nativo 450a 33,00 a 38,33 a 35,17 a 49,33 a
T3: Inéculo comercial 0,83 b 13,00 b 14,00 b 13,17 b 13,50 b

Figura 3.4 Esporulacion en suelo de plantas de Hypericum bajo la
aplicacion de dos tipos de inoculos de micorriza: inéculo nativo y
formulacion comercial, durante las 16 primeras semanas después de la
inoculacion.
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3.1.5 Caracterizacion morfolégica de la micorriza nativa

Al realizar la observacién microscépica de las esporas nativas aisladas
y compararlas con las esporas de la coleccion INVAM se determiné que
pertenecian al Género Glomus, al igual que las esporas del in6culo comercial
(Anexos C, D, E, F1, F2, G, H).

3.2 Interaccion con Meloidogyne incognita

3.2.1 indice de agallamiento del sistema radicular de plantas de
Hypericum bajo la aplicacion de micorriza nativa y micorrizas de la
formulacion comercial, y la presencia o no de Meloidogyne incognita

Al establecer el andlisis de varianza para el indice de agallamiento en las
raices de las plantas de Hypericum, se encontr6 diferencias estadisticas al
nivel del 1% para tratamiento, in6culo, nematodo y para el factor conjunto
Inéculo x Nematodo (Tabla 3.5). El promedio fue de 1,39 con un coeficiente de
variacion de 5,17%.

Tabla 3.5. Analisis de varianza para el indice de agallamiento en el
sistema radicular de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos
de inéculos de micorriza y la presencia o no del nematodo nodulador

Meloidogyne incognita. Transformacion +x+1. Hilsea, El Quinche, Quito,
Pichincha 2009.

FUENTES DE EVALUACION DEL iNDICE DE AGALLAMIENTO EN
VARIACION GL EL SISTEMA RADICULAR DE LAS PLANTAS
A LA COSECHA. CUADRADO MEDIO (CM)
TOTAL 17
TRATAMIENTO 5 0,91**
INOCULO 2 0,20**
NEMATODO 1 3,77
IxN 2 0,20**
ERROR 12 0,01
X real 1,39
X transformada 1,46
CV (%) 5,17
*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias
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El indice de agallamiento en el sistema radicular de las plantas, como
se observa en la Figura 3.5, fue mayor en las plantas que no fueron inoculadas
micorriza. Al comparar entre tipos de inéculos, el que tuvo mayor presencia de
agallas fue el tratamiento con el inéculo comercial, mientras que las plantas con
el indculo nativo presentaron menor indice de agallamiento (Anexos I1, 12, I3,
J).

INDICE DE AGALLAMIENTO EN EL SISTEMA RADICULAR DE
HYPERICUM BAJO LA APLICACION DE DOS INOCULOS DE
MICORRIZA
B 27
8
g
S
S 14
&
s 05 -
]
g
? 0
= InGculo nativo Inoculo comercial Sininoculo
Indculos de micorriza
INOCULO
10: Sin inéculo 2,00 a
I1: Inéculo nativo 0,67 c
12: Inéculo comercial 1,50 b

Figura 3.5 indice de agallamiento del sistema radicular de plantas de
Hypericum bajo la presencia de dos tipos de indculos de micorriza:
indculo nativo y formulacion comercial evaluadas a la cosecha.
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Como es evidente en la Figura 3.6, las plantas donde se inocul6 el
nematodo presentaron agallas en sus raices a diferencia de aquellas plantas
donde no se aplicd ningun nematodo, y que sirvieron como testigo para el resto

de tratamientos.

EFECTO DE LA APLICACION DEL NEMATODO NODULADOR
Meloidogyne incognita SOBRE EL INDICE DE AGALLAMIENTO
EN EL SISTEMA RADICULAR DE HYPERICUM

Sin nematodo Con nematado

indice de agallamiento (grado)
N\

Aplicaciondel nematodo

NEMATODO
NO: Sin nematodo 0,00 b
N1: Con nematodo 2,78 a

Figura 3.6 Efecto de la aplicacion del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita sobre el indice de agallamiento en el sistema radicular de
plantas de Hypericum evaluadas a la cosecha.
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En el efecto conjunto Inéculo x Nematodo (Figura 3.7), se observd que
las raices de las plantas con el in6culo nativo tuvieron menor indice de
agallamiento que las plantas con el in6culo comercial, lo cual nos indica que
los dos factores, tanto in6culo de micorriza como de nematodo, actuaron

dependientemente.

INDICE DE AGALLAMIENTO EN EL SISTEMA RADICULAR DE
HYPERICUM BAJO EL EFECTO CONJUNTO INOCULOS DE
MICORRIZA E INOCULO DEI NEMATODO NODULADOR
Meloidogyne incognita

A
0 T

Sinnematodo Con nematodo

indice de agallamiento {grado)
[

Presencia del nematodo

M Indculonativo  ®Inoculocomercial & Sinindculo

INOCULO X NEMATODO
10 x NO: Sin inéculo, sin nematodo 0,00 d
10 x N1: Sin inéculo, con nematodo 4,00 a
I1 x NO: Inéculo nativo, sin nematodo 0,00 d
I1 x N1: Inéculo nativo, con nematodo 1,33 ¢
12 x NO: Inéculo comercial, sin nematodo 0,00 d
12 x N1: Inéculo comercial, con nematodo 3,00 b

Figura 3.7. indice de agallamiento en el sistema radicular de plantas de
Hypericum bajo el efecto conjunto: in6culos de micorriza e inéculo del
nematodo nodulador Meloidogyne incognita evaluadas a la cosecha.
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3.2.2 Numero de nematodos de Meloidogyne incognita en el suelo de
plantas de Hypericum bajo la aplicacion de micorriza nativa y micorrizas
de la formulacion comercial, y la presencia o no de Meloidogyne incognita

Al establecer los analisis de varianza para el numero de nematodos en
el suelo, se detecto diferencias estadisticas para tratamientos a las semanas 6,
8y 10
deferencias estadisticas al nivel del 5%.

al nivel del 1%, mientras que a la semana 4 se manifestaron

Al desglosar los grados de libertad (GL) para tratamientos, Unicamente
se encontré diferencias estadisticas al nivel del 5% en la semana 10 para
inéculos de microrriza, mientras que para la inoculacion de nematodos se
encontrd diferencias estadisticas al nivel del 1% en todas las semanas. Al
analizar la interaccion Inéculo x Nematodo, Unicamente se encontrd
significacion estadistica al nivel del 5% en la ultima semana, por lo que los dos
factores actuaron dependientemente. Los promedios generales del nimero de
nematodos a las semanas 4, 6, 8 y 10 fueron de 7.22, 8.0, 16.61 y 24.17
nematodos/50 g de suelo respectivamente, con coeficientes de variacion entre

26,18 y 52,90% (Tabla 3.6).

Tabla 3.6 Analisis de varianza para el numero de nematodos en el suelo
de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos de indculos de micorrizay la
presencia o no del nematodo nodulador Meloidogyne incognita.

Transformacion +/x +1. Hilsea, El Quinche, Quito, Pichincha 2009.

EVALUACION DE NUMERO DE NEMATODOS
. EN SUELO
FUENTES DE VARIACION | GL (Semanas a la inoculaciéon del nematodo)
4 6 8 10
TOTAL 17
TRATAMIENTO 5 7,08* 8,38** 19,563** 36,97**
INOCULO 2 1,361 ns 0,04 ns 0,95 ns 14,56*
NEMATODO 1 30,16** 46,74** 93,85** 126,62**
IxN 2 1,31 ns 0,04 ns 0,95 ns 14,56*
ERROR 12 1,47 0,44 2,07 2,54
X (N9) real 7,22 8,00 16,61 24,17
X (N9 transformada 2,29 2,52 3,28 3,65
CV (%) 52,90 26,18 43,86 43,65

. diferencias al 5%

**: diferencias al 1%
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En la Figura 3.8 se puede apreciar la disminuciéon en la semana 10 de
la poblacién de nematodos cuando se inoculd las micorrizas con la micorriza
nativa. Sin inéculo, en la misma semana, se produjo un incremento del nimero

de nematodos al igual que con las micorrizas comerciales.

NUMERO DE NEMATODOS DE Meloidogyne incognita EN EL
SUELO DE HYPERICUM BAJO LA PRESENCIA DE DOS

o z
9 INOCULOS DE MICORRIZA

§ 50

= P

3 ~

2 i

§ 10 J

: \

% 0 T T T 1
g 4 6 8 10

£

= Semanas después de la inoculacién del nematodo

e Siin indculo Inéculo nativo Inéculo comercial
INOCULO 4 6 8 10
10: Sin inoculo 12,17 8,33 17,00 44,00 a
I1: Indculo nativo 6,33 8,17 10,50 400 b
12: Indculo comercial 3,17 7,50 22,33 24,50 ab

Figura 3.8 Numero de nematodos de Meloidogyne incognita en el suelo de
plantas de Hypericum bajo la presencia de dos inéculos de micorriza:
indculo nativo y formulaciéon comercial en cuatro evaluaciones después
de su inoculacion.
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En los suelos donde no se inoculd el nematodo no hubo presencia de
estos. En aquellos suelo donde si se inoculd, los nematodos incrementaron su
numero desde 14 en la primera semana hasta 48 en la dltima semana (Figura
3.9).

EFECTO DE LA APLICACION DEL NEMATODO
NODULADOR Meloidogyne incognita

SOBRE SU POBLACION
60

50

40 /
. —
20 /

10

4 6 8 10

Numero de nematodos/50 g de suelo

Semanas despuésde lainoculacién del nematodo

Sinnematodo Con nematodo

NEMATODO 4 6 8 10
NO: Sin nematodo 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
N1: Con nematodo 14,44 a 16,00 a 33,22 a 48,33 a

Figura 3.9. Efecto de la aplicacion del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita sobre su poblacion en el suelo de plantas de Hypericum, en
cuatro evaluaciones después de su inoculacion.
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Al analizar el efecto conjunto In6culo x Nematodo (Figura 3.10), se
observé resultados diferentes pues el tratamiento sin inéculo y con nematodo
incrementd su poblacion, al igual que con el tratamiento de la formulacion
comercial y con nematodos. Cuando se inoculé con la micorriza nativa y en
presencia del nematodo la poblacién bajé especialmente en la udltima
evaluacién (Anexo K).

NUMERO DE NEMATODOS DE Meloidogyne incognita EN
ELSUELO DE HYPERICUM BAJO EL EFECTO CONJUNTO
INOCULOS DE MICORRIZA EINOCULO DELNEMATODO
o
g 100
90
3 /
8 70
S~ /
3 60 /
8 50 Z
® 40 R
g, 30 //
% 20 1 \
g 10 -_— —
£ 0 T T T 1
=
2 4 6 8 10
Semanas después de lainoculacion del nematodo
Sin indculo sin nematodo Sin inéculo con nematodo
Inéculo nativo sin nematodo Inéculo nativo con nematodo
Inéculo comercial sin nematodo Inéculo comercial con nematodo
INOCULO X NEMATODO 4 6 8 10
10 x NO: Sin indculo, sin nematodo 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
10 x N1: Sin inéculo, con nematodo 24,33 a 16,67 a 34,00 a 88,00 a
I1 x NO: Inéculo nativo, sin nematodo 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
11 x N1: Indculo nativo, con nematodo 12,67 a 16,33 a 21,00 a 8,00 b
12 x NO: Indculo comercial, sin nematodo 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
12 x N1: Inéculo comercial, con nematodo 6,33 ab 15,00 a 44,67 a 49,00 a

Figura 3.10 Numero de nematodos de Meloidogyne incognita en el suelo
de plantas de Hypericum bajo el efecto conjunto: indculos de micorriza e
in6culo del nematodo en cuatro evaluaciones después de su inoculacion.

64



3.2.3 Numero de esporas de micorriza nativa y de micorrizas de la
formulacion comercial en el suelo de cultivo de plantas de Hypericum en
presencia o no de Meloidogyne incognita

Al establecer el andlisis de varianza para el numero de esporas, se
observé que, tanto para tratamientos como para indculos de micorriza, existié
una significancia estadistica al nivel del 1% en todas las semanas, mientras
que para nematodos Unicamente se presentaron diferencias estadisticas al
nivel del 5% en la semana 8. En la interaccion Indculo x Nematodo las
significancias estadisticas fueron al nivel del 1% en la misma semana (Tabla
3.7).

Los promedios para el numero de esporas en las semanas 4, 6, 8y 10
fueron de 18.78, 8.83, 7.44 y 11.78 esporas/50g de suelo respectivamente, con
coeficiente de variacion entre 53.12 y 69.87%.

Tabla 3.7 Analisis de varianza para el humero de esporas en el suelo de
Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos de indculos de micorriza y la
presencia o no del nematodo nodulador Meloidogyne incognita. Hilsea, El
Quinche, Quito, Pichincha 2009.

EVALUACION DEL NUMERO DE ESPORAS

; EN SUELO
FUENTES DE VARIACION | GL (Semanas a la inoculacion del nematodo)
4 6 8 10
TOTAL 17
TRATAMIENTO 5 726,22** 158,37** | 376,56 490,89**
INOCULO 2 1768,22** | 386,17 | 666,06™ | 1165,72*"
NEMATODO 1 138,89 ns | 12,50 ns | 150,22* 50,00 ns
IxN 2 62,89 ns 3,50 ns 197,72** 36,50 ns
ERROR 12 99,67 22,89 26,06 67,72
X (N9) 18,78 8,83 7,44 11,78
CV (%) 53,12 54,16 68,57 69,87
*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias
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Al realizar la prueba de Duncan al 5% (Figura 3.11), se pudo apreciar
que al aplicar el nematodo, el numero de esporas con inéculo nativo fue mayor
que con el in6culo comercial en todas las semanas. Este numero se
incrementd especialmente en la semana 10. En el caso de la formulacién
comercial, la cantidad de esporas varié en cada semana observandose que al
final de la segunda fase disminuy6 considerablemente en relacion a la cantidad

de esporas en la semana 4, después de la inoculacién del nematodo.

NUMERO DE ESPORAS EN EL SUELO DE HYPERICUM
BAJO LA PRESENCIA DE DOS INOCULOS DE MICORRIZA
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n 35
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\g O T T 1 1
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4 6 8 10

Semanas después de la inoculacion del nematodo

Sinindculo Indculo nativo Inéculo comercial
INOCULO 4 6 8 10
10: Sin inoculo 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
I1: Inéculo nativo 33,67 a 15,67 a 19,50 a 21,17 a
12: Inoculo comercial 22,67 a 10,83 a 285 b 8,17 b

Figura 3.11 Numero de esporas en el suelo de plantas de Hypericum bajo
la presencia de dos tipos de in6culos de micorriza en cuatro evaluaciones
nematodo nodulador

después de la
incognita.

inoculacion del
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Se puede apreciar en la Figura 3.12, que el numero de esporas en el
suelo fue menor en presencia del nematodo que sin él. Sin embargo, la
presencia de esporas se manifestd todo el tiempo durante las cuatro

evaluaciones hasta la cosecha de las plantas.

EFECTO DE LA APLICACION DEL NEMATODO
NODULADOR Meloidogyne incognita SOBRE EL
NUMERO DE ESPORAS EN EL SUELO DE HYPERICUM

25
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N\
\ /

l
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4 6 8 10

Numero de esporas/ 50 g de suelo

Semanas después de la inoculacién del nematodo

Sin nematodo

Con nematodo

NEMATODO 4 6 8 10
NO: Sin nematodo 21,56 9,67 10,33 a 13,44
N1: Con nematodo 16,00 8,00 456 b 10,11

Figura 3.12 Efecto de la aplicaciéon del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita sobre el numero de esporas

Hypericum, en cuatro evaluaciones después de su inoculacion.
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En la Figura 3.13 para la interaccién In6culo x Nematodo, se observo
que en el tratamiento con in6culo nativo y en presencia del nematodo, el
namero de esporas se incrementd especialmente en la semana 10. Para el
tratamiento con in6culo comercial y con nematodos, la cantidad de esporas
disminuy6 en la semana 8 recuperandose en la semana 10. No obstante, la
cantidad de esporas durante toda la evaluacién hasta la cosecha, fue mayor en

los tratamientos con indculo nativo que con el indculo comercial.

NUMERO DE ESPORAS EN EL SUELO DE HYPERICUM BAJO EL
EFECTO CONJUNTO INOCULOS DE MICORRIZA E INOCULO DEL
NEMATODO NODULADOR Meloidogyne incognita
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Numero de esporas / 50 g de suelo

Inéculo nativo sin nematodo

Sininéculo con nematodo

Sin inéculo sin nematodo

Inéculo comercial con nematodo

Inéculo comercial sin nematodo

Indculo nativo con nematodo

INOCULO X NEMATODO 4 6 8 10
10 x NO: Sin inoculo, sin nematodo 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
10 x N1: Sin inoculo, con nematodo 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
11 x NO: Inoculo nativo, sin nematodo 40,00 a 16,67 a 29,00 a 31,67 a
I1 x N1: Inéculo nativo, con nematodo 27,33 ab 14,67 a 10,00 b 22,67 ab
12 x NO: Inoculo comercial, sin nematodo 24,67 ab 12,33 a 2,00 bc 8,67 bc
12 x N1: Inéculo comercial, con nematodo 20,67 b 9,33 a 3,67 bc 7,67 bc

Figura 3.13 Numero de esporas en el suelo de plantas de Hypericum bajo
el efecto conjunto: indculos de micorriza e inéculo del nematodo
nodulador Meloidogyne incognita en cuatro evaluaciones después de su
inoculacion.
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3.2.4 Colonizacion de la micorriza nativa y micorrizas de la formulacion la
formulacion comercial en las raices de plantas de Hypericum bajo la
aplicacion de Meloidogyne incognita

En el analisis de varianza para el porcentaje de colonizacion a la
cosecha de las plantas de Hypericum, se encontrd diferencias estadisticas para
tratamientos e indculo al nivel del 1%, mientras que para nematodo al nivel del
5%. Para la interaccion Indculo x Nematodo no hubo significacion estadistica lo
que significa que los factores inéculos de micorriza y nematodo actuaron
independientemente (Tabla 3.8). El promedio fue de 27,22% con un coeficiente
de variacion de 29,99%.

Tabla 3.8 Analisis de varianza para el porcentaje de colonizacion en el
sistema radicular de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos
de inéculos de micorriza y la presencia o no del nematodo nodulador
Meloidogyne incognita. Hilsea, El Quinche, Quito, Pichincha 2009.

EVALUACION DEL PORCENTAJE DE
FUENTES DE GL COLONIZACION EN EL SISTEMA RADICULAR
VARIACION DE LAS PLANTAS A LA COSECHA. CUADRADO
MEDIO (CM)
TOTAL 17
TRATAMIENTO 5 2352,22**
INOCULO 2 5538,89**
NEMATODO 1 450,00*
IxN 2 116,67 ns
ERROR 12 66,67
} (%) 27,22
CV (%) 29,99
*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias
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El porcentaje de colonizacion de las raices de las plantas de Hypericum
inoculadas con la micorriza nativa fue mayor que el de las plantas inoculadas
con la formulaciéon comercial presentando rangos de ubicacién diferentes para

los tres casos, sin inéculo “c”, con indculo nativo “a” y con inéculo comercial “b”
(Figura 3.14).

PORCENTAJE DE COLONIZACION DEL SISTEMA
RADICULAR DE HYPERICUM BAJO LA APLICACION DE DOS
INOCULOS DE MICORRIZA

~” .-".
b —
.-"" _.""
/" :
20 77
.-"" /""
-y 4 a
.-// : 3 z"z
= T T

Sinindculo Inéculo comercial Indculo nativo

Porcentaje de colonizacién (%)

Indculos de micorriza
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10: Sin inéculo 0,00 c
I1: Inéculo nativo 60,00 a
12: Inéculo comercial 21,67 b

Figura 3.14 Porcentaje de colonizacion del sistema radicular de plantas
de Hypericum bajo la presencia de dos tipos de indculos de micorriza:
indculo nativo y formulacion comercial evaluadas a la cosecha.
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El sistema radicular de las plantas donde no se inoculé el nematodo
tuvo un porcentaje de colonizacién mayor que las plantas donde si se inoculé el
nematodo, presentando rangos diferentes de ubicacion (Figura 3.15).

EFECTO DE LA APLICACION DEL NEMATODO NODULADOR
Meloidogyne incognita SOBRE EL PORCENTAIJE DE
COLONIZACION EN EL SISTEMA RADICULAR DE HYPERICUM
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Figura 3.15 Efecto de la aplicacion del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita sobre el porcentaje de colonizacion en el sistema radicular de
plantas de Hypericum evaluadas a la cosecha.
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De la misma manera, para el efecto conjunto Inéculo x Nematodo
(Figura 3.16), el porcentaje de colonizacion evaluado a la cosecha de las
plantas de Hypericum fue mayor en el tratamiento con el inéculo nativo y en
presencia del nematodo en comparacion con el indculo comercial mas

nematodo, cuyos rangos de ubicacion fueron “a” y “c” respectivamente.

PORCENTAJE DE COLONIZACION EN EL SISTEMA
RADICULAR DE HYPERICUM BAJO EL EFECTO CONJUNTO
INOCULOS DE MICORRIZA E INOCULO DE
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30 -
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10 A

Porcentaje de colonizacidn {%)

Con nematodo Sinnematodo

Presenciadel nematodo

ESininoculo M Indculocomercial M Inéculo nativo

INOCULO X NEMATODO
10 x NO: Sin indéculo, sin nematodo 0,00 ¢
10 x N1: Sin in6culo, con nematodo 0,00 c¢
11 x NO: Inéculo nativo, sin nematodo 66,67 a
11 x N1: Inéculo nativo, con nematodo 53,33 a
12 x NO: Inéculo comercial, sin nematodo 30,00 b
12 x N1: Inéculo comercial, con nematodo 13,33 ¢

Figura 3.16. Porcentaje de colonizacion en el sistema radicular de plantas
de Hypericum bajo el efecto conjunto: in6culos de micorriza e inéculo del
nematodo nodulador Meloidogyne incognita evaluadas a la cosecha.
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3.2.5 Longitud de raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de
micorriza nativa y micorrizas de la formulaciéon comercial y la presencia o

no de Meloidogyne incognita

En el andlisis de varianza para la longitud de raiz de plantas de
Hypericum, al final de la segunda fase se observaron diferencias estadisticas
al nivel del 1% para tratamientos e in6culo, no asi para nematodos, los que no
presentaron diferencias estadisticas y para la interaccion Inéculo x Nematodo
donde no se detectd significancia estadistica. Para esta ultima los dos factores
actuaron independientemente (Tabla 3.9). El promedio fue de 19,12 cm con un

coeficiente de variacion de 12,45%.

Tabla 3.9 Analisis de varianza para la longitud de raiz de plantas de
Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos de indculo de micorrizas y la
presencia o no del nematodo nodulador Meloidogyne incognita. Hilsea, El
Quinche, Quito, Pichincha 2009.

EVALUACION DE LA LONGITUD DE RAIz

F\%F“XE:?O?«E GL | DE LAS PLANTAS A LA COSECHA. CUADRADO
MEDIO (CM)
TOTAL 17
TRATAMIENTO 5 106,53**
INOCULO 2 246,59**
NEMATODO 1 25,20 ns
IxN 2 7,15 ns
ERROR 12 5,67
X (cm) 19,12
CV (%) 12,45
*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias
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En la prueba de Duncan al 5% (Figura 3.17), se observd que las
plantas del tratamiento con el in6culo nativo tuvieron mayor longitud de raiz que
las plantas del tratamiento con in6culo comercial en presencia del nematodo.

Los valores obtenidos con el inéculo comercial fueron semejantes al testigo.

LONGITUD DE LA RAIZ DE PLANTAS DE HYPERICUM
BAJO LA PRESENCIA DE DOS INOCULOS DE
MICORRIZA
E 207,
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'F:o 5 _/:/ I | I
S o+ . '
Inéculo comercial Sinindculo Inéculo nativo
Indculos de micorriza
INOCULO
10: Sin inéculo 15,58 b
I1: Inéculo nativo 26,52 a
12: Inoéculo comercial 15,25 b

Figura 3.17 Longitud de la raiz de plantas de Hypericum bajo la presencia
de dos tipos de inéculos de micorriza: indculo nativo y formulacién
comercial evaluadas a la cosecha.
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Al evaluar la longitud de raiz de las plantas de Hypericum a la cosecha
con y sin nematodo, se observé que las plantas sin nematodo tuvieron mayor
longitud que aquellas con presencia de él; sin embargo, los dos presentaron el
mismo rango de ubicacién al realizar la prueba de Duncan al 5% (Figura 3.18).

EFECTO DE LA APLICACION DEL NEMATODO
NODULADOR Meloidogyne incognita SOBRE LA
LONGITUD DE LA RAiZ DE HYPERICUM
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NO: Sin nematodo 30,30
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Figura 3.18 Efecto de la aplicacién del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita sobre la longitud de la raiz de plantas de Hypericum evaluadas a
la cosecha.
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Al evaluar el efecto conjunto In6culo x Nematodo (Figura 3.19), se
observé que las plantas de los tratamientos con el inéculo nativo tuvieron
mayor longitud que las plantas de los tratamientos con el indéculo comercial,
aun en presencia del nematodo, lo cual significa que este patdégeno no afecto la
variable evaluada. Se comprobdé asi que los dos factores, in6culos de micorriza

y nematodo, no dependieron uno del otro.

LONGITUD DE LA RAIZ DE HYPERICUM BAJO EL EFECTO
CONJUNTO INOCULOS DE MICORRIZA E INOCULO DEL
NEMATODO NODULADQOR Meloidogyne incognita
T 30 7 /
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Con nematodo Sin nematodo
Presencia del nematodo
HSinindcule M Irdculocomercial W Indculonativo
INOCULO X NEMATODO
10 x NO: Sin inéculo, sin nematodo 17,97 b
10 x N1: Sin indculo, con nematodo 13,20 c
I1 x NO: Inéculo nativo, sin nematodo 27,43 a
I1 x N1: Inéculo nativo, con nematodo 25,60 a
12 x NO: In6culo comercial, sin nematodo 15,50 bc
12 x N1: In6culo comercial, con nematodo 15,00 bc

Figura 3.19 Longitud de la raiz de plantas de Hypericum bajo el efecto
conjunto: indculos de micorriza e inéculo del nematodo nodulador
Meloidogyne incognita evaluadas a la cosecha.
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3.2.6 Peso de raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de micorriza
nativa y micorrizas de la formulacion comercial y la presencia o no de

Meloidogyne incognita

El andlisis de varianza para el peso de raiz de las plantas de
Hypericum, muestra la presencia de diferencias estadisticas para tratamientos
y nematodo al nivel del 1%, mientras que para el efecto conjunto Inéculo x
Nematodo la significacion estadistica se da al nivel del 5%. Para inéculo no
hubo diferencias estadisticas (Tabla 3.10). El promedio fue de 21,41g con un

coeficiente de variacion de 23,53%.

Tabla 3.10 Analisis de varianza para el peso de raiz de plantas de
Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos de indculos de micorriza y la
presencia o no del nematodo nodulador Meloidogyne incognita. Hilsea, El
Quinche, Quito, Pichincha 2009.

EVALUACION DEL PESO DE RAIz
FUENTES DE VARIACION | GL | DE LAS PLANTAS A LA COSECHA.
CUADRADO MEDIO (CM)
TOTAL 17
TRATAMIENTO 5 149,68**
INOCULO 2 85,57 ns
NEMATODO 1 303,40**
IxN 2 136,94"
ERROR 12 25,37
} (9) 21,41
CV (%) 23,53
*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias
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El peso de raiz de las plantas de Hypericum al final del ciclo, fue
mayor en aquellas que fueron inoculadas con la micorriza nativa aun en
presencia del nematodo, mientras que las plantas inoculadas con la
formulaciéon comercial no alcanzaron pesos de raiz mayores a la nativa pero si
a las testigo (Figura 3.20).

PESO DE LA RAiZ DE HYPERICUM BAJO LA APLICACION
DE DOS INOCULOS DE MICORRIZA
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10: Sin in6culo 19,37 b
I1: Inoculo nativo 25,63 a
12: Inéculo comercial 20,22 ab

Figura 3.20 Peso de la raiz de plantas de Hypericum bajo la presencia de
dos tipos de indéculos de micorriza: indéculo nativo y formulacion
comercial evaluadas a la cosecha.
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Para el factor nematodo, el peso de raiz de las plantas a la cosecha en
ausencia de este fitopatégeno fue mayor que las sometidas al contacto con él
(Figura 3.21).

EFECTO DE LA APLICACION DEL NEMATODO
NODULADOR Meloidogyne incognita SOBRE EL
PESO DE LA RAIZ DE HYPERICUM
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Figura 3.21 Efecto de la aplicacion del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita sobre el peso de la raiz de plantas de Hypericum evaluadas a la
cosecha.
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Se aprecia en la Figura 3.22 que en el efecto conjunto Inéculo x
Nematodo, los tratamientos con el indculo nativo presentaron mayor peso de
raiz que con el in6culo comercial, ya sea con o sin nematodo, por lo que los

dos factores en la evaluacion de esta variable actuaron independientemente.

PESO DE LA RAiZ DE HYPERICUM BAJO EL EFECTO CONJUNTO
INOCULOS DE MICORRIZA E INOCULO DEL NEMATODO
NODULADOR Meloidogyne incognita
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10 x NO: Sin in6culo, sin nematodo 27,93 a
10 x N1: Sin inéculo, con nematodo 8,80 b
I1 x NO: Inéculo nativo, sin nematodo 26,33 a
I1 x N1: Indculo nativo, con nematodo 24,93 a
12 x NO: Inéculo comercial, sin nematodo 22,27 a
12 x N1: Inéculo comercial, con nematodo 18,17 a

Figura 3.22 Peso de la raiz de plantas de Hypericum bajo el efecto
conjunto: inéculos de micorriza e inéculo del nematodo nodulador
Meloidogyne incognita evaluadas a la cosecha.
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3.2.7 Altura de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de micorriza
nativa y micorrizas de la formulacién comercial, y la presencia o no de

Meloidogyne incognita

En el analisis de varianza para la altura de plantas de Hypericum se
observé que hubo diferencias significativas al nivel del 1% tanto para
tratamientos como para inéculo. Para nematodo no se aprecié diferencias
estadisticas al igual que para el efecto conjunto Inéculo x Nematodo, lo que
significa que en la interaccion, los dos factores actuaron independientemente
(Tabla 3.11). El promedio general fue de 55,64cm con un coeficiente de

variacion de 11,80%.

Tabla 3.11 Analisis de varianza para la altura de plantas de Hypericum
bajo la aplicacion de dos tipos de inéculos de micorrizas y la presencia o
no del nematodo nodulador Meloidogyne incognita. Hilsea, EI Quinche,
Quito, Pichincha 2009.

) EVALUACION DE LA ALTURA
FUENTES DE VARIACION | GL | DE PLANTAS A LA COSECHA.
CUADRADO MEDIO (CM)
TOTAL 17
TRATAMIENTO 5 353,06**
INOCULO 2 759,38**
NEMATODO 1 174,85 ns
IxXN 2 35,85 ns
ERROR 12 43,12
X (cm) 55,64
CV (%) 11,80
*: diferencias al 5% **: diferencias al 1% ns: no hay diferencias
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La altura de las plantas de Hypericum a la cosecha (Anexos L1, L2, M)
fue mayor en aquellas donde se colocé el in6culo nativo, mientras que las
plantas donde se colocé el indculo comercial presentaron alturas menores,

pero no fueron mas bajas que las del testigo (Figura 3.23).

ALTURA DE LAS PLANTAS DEHYPERICUM BAIJO LA
APLICACION DE DOS INOCULOS DE MICORRIZA
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Figura 3.23 Altura de plantas de Hypericum bajo la presencia de dos
tipos de inéculos de micorriza: indéculo nativo y formulacién comercial
evaluadas a la cosecha.

82



Al analizar el efecto de la presencia 0 ausencia del nematodo, se pudo
observar que las plantas no inoculadas, alcanzaron alturas mayores que las
plantas inoculadas con Meloidogyne; sin embargo, el rango de ubicacién para
ambos fue el mismo (Figura 3.24).

EFECTO DE LA APLICACION DEL NEMATODO
NODULADOR Meloidogyne incognita SOBRE LA
ALTURA DE PLANTAS DE HYPERICUM
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Figura 3.24 Efecto de la aplicaciéon del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita sobre la altura de plantas de Hypericum evaluadas a la cosecha.
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Al analizar la altura de planta para el efecto conjunto Inéculo x
nematodo (Figura 3.25), se aprecidé que la altura fue mayor en el tratamiento
con el in6culo nativo que con el in6culo comercial, ambos en presencia del
nematodo. De la misma manera, se observo que los tratamientos en ausencia
del nematodo, hasta el final del ciclo de la planta, dieron como resultado que la
altura para el tratamiento con la micorriza nativa fue mayor que para la

formulacién comercial.

ALTURA DE PLANTAS DE HYPERICUM BAJO EL EFECTO
CONJUNTO INOCULOS DE MICORRIZA E INOCULO DEL
NEMATODO NODULADOR Meloidogyne incognita
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I1 x N1: Inoculo nativo, con nematodo 56,63 ab
12 x NO: Inéculo comercial, sin nematodo 57,87 abc
12 x N1: Inéculo comercial, con nematodo 53,43 bc

Figura 3.25 Altura de plantas de Hypericum bajo el efecto conjunto:
inéculos de micorriza e inéculo del nematodo nodulador Meloidogyne
incognita evaluadas a la cosecha.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Micorrizacion de las plantas de Hypericum

4.1.1 Altura de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos tipos de
inéculos de micorriza: indculo nativo y formulacion comercial

Como se expreso en los resultados, al analizar la altura de las plantas
de Hypericum bajo la aplicacion de micorriza nativa y micorriza comercial, se
observé que ambas actuaron favorablemente sobre esta variable a diferencia
del testigo, es decir que, durante las cinco evaluaciones, las alturas de las
plantas con los inéculos fueron mayores que las plantas no inoculadas, por lo
que se demuestra que la aplicacion de micorrizas al suelo del cultivo de
Hypericum contribuyé6 a mejorar su tamano. Dicho comportamiento se
manifesté especialmente en la ultima semana de evaluacion para la micorriza
nativa, la cual produjo mejores resultados que el inéculo comercial y el testigo,
con alturas promedio de 22,75 cm, 16, 75 cm y 15 cm respectivamente. A
pesar de que al final de la evaluacién la micorriza nativa fue mejor, los dos
inéculos se mantuvieron cercanos en la mayor parte de las semanas
evaluadas, lo cual pudo deberse a una mejor adaptaciéon por parte de la
micorriza nativa a diferencia de las micorriza de la formulacion comercial, ya
que al ser hongos introducidos pudo su desarrollo ser interrumpido por factores
bi6ticos o abidticos debido a que el ambiente para su crecimiento no fue el
adecuado.

Se puede comparar estos resultados, con lo observado por Borie et al.,
(2007) quienes al estudiar dos tipos de inéculo, uno nativo G. claroideumy otro
comercial G. intraradices, observaron que algunos dias después de la siembra,
al medir la altura de las plantas, se registr6 una mayor altura para el

tratamiento con el in6culo nativo superior al inédculo comercial y al testigo.
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Hendrix et al. (1980) senalan que Glomus fasciculatum, una especie
del Género Glomus, utilizada como indculo en magnolia, produjo como
consecuencia de su aplicacion una mayor altura de la planta junto con otros

beneficios observados después de la inoculacién.

Debido a la inexistencia de trabajos similares realizados en el cultivo de
Hypericum, se sugiere que en el desarrollo de estas plantas, se incluya la
inoculacion de micorrizas vesiculo arbusculares con el fin de mejorar las
condiciones de crecimiento de la planta. La integracion de estos hongos a
suelos con poca actividad bioldgica, trae beneficios tanto para la planta como
para la estructura del suelo, e incluso pueden observarse diferentes
comportamientos ya que va a depender de las condiciones del suelo y del

cultivo que se utilice.

4.1.2 Peso de la raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de dos

tipos de in6culos de micorriza: indculo nativo y formulacion comercial

Al evaluar la variable peso de raiz se observd, que las plantas con la
micorriza nativa en las Ultimas semanas evaluadas experimentaron mejores
pesos de raiz que las plantas testigo, pero fue similar su comportamiento con la
formulacion comercial. En el tratamiento con la formulacién comercial, los
pesos de raiz fueron similares a los del testigo y también a los de la micorriza
nativa. Esto muestra que el indculo nativo fue mejor que el indculo comercial
con respecto al testigo, pero entre indculos, estadisticamente el

comportamiento fue similar.

Lo obtenido en esta parte de la evaluacién concuerda con los
resultados observados por Ferrera & Gonzalez (1993), donde la inoculacion
con micorrizas ayudaé a mas de obtener un mejor peso de planta, altura y
tamano de hojas, contribuyeron con mejorar el peso de las raices.
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4.1.3 Colonizaciéon micorricica en raices de plantas de Hypericum bajo la
aplicacion de dos tipos de inoculos de micorriza: inéculo nativo y
formulacion comercial

La micorriza nativa inoculada en Hypericum fue la que mejor coloniz6
las raices de las plantas a diferencia de la formulacién comercial y del testigo.
Esto se evidencié por la presencia de hifas y vesiculas observadas al
microscopio luego de realizada la tincion de raices, lo que manifiesta la
importancia del uso de micorrizas nativas ya que, las introducidas parece ser

que no se adaptan al medio donde se las introduce.

Por la formacién y la observacién directa de las micorrizas en las raices
de las plantas de Hypericum, se puede decir que esta variable es la mas
confiable junto con la presencia de esporas, para indicar con seguridad la
presencia de una colonizacion dada por parte de los hongos vesiculo
arbusculares. La micorrizacion de los hongos nativos en las raices de
Hypericum, fue clara, tal que se observd una diferencia altamente significativa
entre los tratamientos durante toda la fase, donde el comportamiento de los dos
inéculos sobre el porcentaje de colonizacién fue diferente, ya que los valores
de micorrizacién del hongo nativo fueron los mas altos en comparacién con el
inéculo comercial y el testigo. Gracias a la susceptibilidad de las plantas de
Hypericum para la colonizacion de los hongos vesiculo arbusculares aislados y
a la adaptabilidad de los mismos, los hongos micorricicos permanecieron
viables desde la primera semana hasta la ultima semana de la evaluacion,
mostrando que a los cuatro meses de su inoculacion, la micorriza llegé a formar
una completa simbiosis con las raices de la planta, como lo mencionado por
Tovar (2006), quien observo en su estudio que la poblacién de micorrizas
nativas mostr6 buena infectividad, efectividad y competitividad que las
micorrizas introducidas a los 120 dias después de la siembra..
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Otra explicacién de la capacidad de adaptabilidad por parte de las
micorrizas la da Tena (2002) quien dice en su proyecto de investigacion a cerca
de la presencia de hongos micorricicos arbusculares en suelos salinos, que la
colonizacion depende mucho de las condiciones ambientales tales como:
humedad del suelo, nutrientes, temperatura, salinidad, a mas de las
mencionadas anteriormente. En este estudio, se observd diferentes
situaciones, dentro de las que se menciona que la presencia de micorrizas
vesiculo arbusculares vari6 de acuerdo a las caracteristicas quimicas y
ambientales del suelo, tanto en nimero de especies encontradas como en la

cantidad de esporas de cada género.

Lo dicho anteriormente, en cuanto a porcentajes, coincide con lo
reportado en otro trabajo de Jaizme & Rodriguez (2004) quienes al inocular
Glomus manihotis y G. intraradices con el objetivo de observar colonizacion y
dependencia micorricica de platanera micropropagada obtuvieron porcentajes
de micorrizacion altos para los dos indculos. Algo similar ocurrié con lo
realizado por Blanco et al (2000) quienes como estudio de investigacién del
efecto de micorrizas, inocularon Glomus manihotis en yuca durante su periodo
de aclimatacion y obtuvieron un porcentaje medio de infeccion de la raiz con
respecto a las plantas no inoculadas junto con una clara diferencia en el

tamano de las plantas.

4.1.4 Numero de esporas en el suelo de cultivo de plantas de Hypericum
bajo la aplicacion de dos inéculos de micorriza: indculo nativo y

formulacion comercial

La diferencia de los valores obtenidos en el nUmero de esporas entre
tratamientos fue similar a lo obtenido en el porcentaje de colonizacion. La
micorriza nativa fue la que mayor niumero de esporas present6 a diferencia del

inbculo comercial.
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El uso de micorrizas nativas en los trabajos de investigacion, es
importante, ya que su comportamiento corresponde al medio donde se
desarrollan, a diferencia de las micorrizas introducidas. Como ocurrié en este
caso, las micorrizas de la formulacién comercial cuyos hongos VAM no
pertenecian al conjunto de nuestros microorganismos, parece ser que no
alcanzaron una completa adaptacion al ambiente. Este comportamiento es
similar al observado en el trabajo de Salamanca (1997), donde al analizar tanto
el numero de esporas como el porcentaje de colonizacion de dos inéculos, uno
de micorrizas nativas y otro de micorrizas introducidas, observé que hubo una

mayor eficiencia con los hongos vesiculo arbusculares nativos.

La cantidad de esporas obtenidas a lo largo de los cuatro primeros
meses del cultivo después de la inoculaciébn de las micorrizas, no fue
representativo para el in6culo comercial, reflejandose en un bajo porcentaje de
colonizacion como se observé anteriormente, mientras que la micorriza nativa
alcanzo valores superiores a la comercial, alcanzando su méaxima esporulacion

a la ultima evaluacion.

4.1.5 Caracterizacion morfoldgica de la micorriza nativa

Al realizar la caracterizacion morfolégica de las esporas aisladas del
sustrato de los cultivos trampa y al final de la segunda fase, cuando se tuvo
una mejor colonizacion, se pudo deducir que por las caracteristicas que
presentaron las esporas, las hifas y vesiculas en las tincion de las raices
micorrizadas, pertenecian al género Glomus. Como objetivo de esta
investigacion se propuso encontrar al menos un género de micorrizas vesiculo
arbusculares dentro de los hongos nativos aislados. Para la identificacién a

nivel de especie, se requieren mas estudios especializados.

Tanto las esporas obtenidas del sustrato como las hifas y vesiculas

observadas en la tincion de raices, presentaron las caracteristicas similares a
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las de la coleccién del International Culture Collection of (Vesicular)
Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM, 1999), lo que permitié su identificacion.
La mayoria de las esporas presentaron una coloracion entre amarillo oscuro,
café y naranja oscuro, observandose una capa externa en algunos casos
identificable por su color. La forma de las esporas se presentaba como
globosa, subglobosa y algunas elipticas e irregulares cuya hifa presentaba una
forma que variaba de cilindrica a acampanada.

En la tincidbn de raices con azul de tripan, se observaron hifas y
vesiculas muy bien definidas para su caracterizacién. A los 6 meses de
finalizado el cultivo de Hypericum, las raices presentaron estructuras similares
a las del género Glomus, reportadas en la coleccion INVAM. Se observaron
hifas formando largas cadenas interconectadas en forma de ramificaciones
perpendiculares a manera de H o h. En otros casos se observd también que
las hifas intraradicales desarrolladas intercelularmente en las células corticales
formaron estructuras a manera de rollos. La formacion de vesiculas fue
eventual e irregular alejadas una de la otra a lo largo de la raiz, lo cual es
normal en muchas micorrizas, en cuyo caso adoptaron una forma eliptica u

oblonga.

Este género estuvo presente desde su aislamiento hasta su inoculacion
en las plantas de Hypericum para el caso de la micorriza nativa, observandose
caracteristicas compatibles para las micorrizas de la formulacién comercial. La
diferencia radic6 en que la micorriza nativa coloniz6 mas rapido y en mayor
porcentaje que las micorrizas de la formulacién comercial a las plantas de

Hypericum.
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4.2 Interaccion con Meloidogyne incognita

En esta fase el comportamiento de las micorrizas frente al nematodo,
fue positivo en cuanto al control del numero de nematodos y a la formacion de
agallas, ademas de observarse longitudes de raiz mas grandes que las del
testigo. Asi como en la fase de micorrizacion, en esta fase se observé también,
que tanto en el porcentaje de colonizacion como en el nimero de nematodos,
las diferencias entre indculos y testigo fueron claras. En el resto de
evaluaciones el comportamiento de los indculos varia, de acuerdo a la variable

estudiada.

Al final de la evaluacion, en la fase de interaccién con Meloidogyne,
las plantas de Hypericum que fueron inoculadas solo con nematodos mostraron
sintomas inmediatos de enanismo, marchitez general de la plata, clorosis e
interrupcidén en la fase de floracidén, ya que a poco tiempo de someterlas al
contacto con este nematodo se interrumpié su crecimiento. Las plantas
micorrizadas que estuvieron en contacto con Meloidogyne, no presentaron los
mismos sintomas, su desarrollo fue normal en la mayoria de las plantas y

muchas de ellas llegaron a su fase final, es decir a la formacion de la baya.

La interaccion de las micorrizas con la microbiota del suelo puede
darse por varios mecanismos, ya sea por sinergismo con otros
microorganismos o0 por antagonismo con los patégenos del suelo, aunque no
existe una clara explicacion de este comportamiento, puede deberse a la
existencia de cambios en la nutricién de la planta hospedera reflejada en la
produccion de exudados o de metabolitos, asi como una competencia por los
sitios de infeccion de la raiz (Hernandez, 2000). Morales (2006) menciona que
en varias investigaciones se ha registrado una reduccién en la incidencia y el
dano ocasionado por los nematodos, gracias al uso de las micorrizas vesiculo
arbusculares, debido a una compensaciéon y aumento en el sistema radicular de
las plantas.
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4.2.1 indice de agallamiento del sistema radicular de plantas de
Hypericum bajo la aplicacion de micorriza nativa y micorrizas de la

formulacion comercial, y la presencia o no de Meloidogyne incognita

Por lo observado en los resultados se puede decir que el indice de
agallamiento es una variable que mide el dano causado en las raices de las
plantas debido al ataque del nematodo agallador. La formacién de nédulos en
las raices de las plantas se debe a la entrada de hembras de Meloidogyne en
el sistema radicular, produciendo agallas como resultado de la laceracion que
deja la entrada del nematodo y lo que posteriormente causara una gran

susceptibilidad por parte de la planta hacia cualquier enfermedad.

En los seis tratamientos evaluados a la cosecha, se observaron
diferentes comportamientos, es asi que se obtuvieron cuatro rangos de
ubicacion. Para esta variable, las plantas que presentaron mayor grado de
agallamiento fueron aquellas sin presencia de micorrizas. De las plantas
inoculadas con nematodo y bajo la presencia de micorrizas, las de la micorriza
nativa fueron las menos afectadas por Meloidogyne, a diferencia de las plantas
inoculadas con la formulacién comercial, con un mayor indice de agallamiento,
mientras que las plantas micorrizadas y sin nematodo no presentaron agallas
en sus raices como plantas testigo. Jaizme-Vega y Rodriguez-Romero (2004)
mencionan algo similar. En su trabajo observaron que el nimero de agallas fue

menor con el indculo de hongos VAM que en el testigo.

En términos generales se observdé que al aplicar nematodos de
Meloidogyne en el suelo de las plantas con los dos inéculos, la formacion de
agallas se manifesté pero en mayor proporcién en las plantas con el indculo
comercial que en aquellas con el in6culo nativo y especialmente en las plantas

donde estuvo presente solo el nematodo sin micorrizas.
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Como lo mencionan Estanol et al, (1998) en su trabajo sobre
inoculacién de tres especies de Glomus bajo la aplicacion de una especie de
Meloidogyne, las especies de micorrizas probadas, disminuyeron el nimero de
hembras de Meloidogyne en el suelo de las plantas estudiadas, por lo que se
supone también una disminucién en el agallamiento de la raiz al no haber

mayor presencia de hembras que se reproduzcan.

Algo similar menciona Battistella (2008). Este autor comenta que varios
estudios histopatolégicos sobre agallas de nematodos de M .incognita,
demostraron que las agallas en plantas micorricicas presentaban menos
células gigantes para el desarrollo de las larvas comparadas con las plantas no
micorrizadas. Por lo tanto, el autor indica que los nematodos en plantas

micorricicas, son mas pequefos y tardan mas tiempo en llegar a adultos.

4.2.2 Numero de nematodos de Meloidogyne incognita en el suelo de
plantas de Hypericum bajo la aplicacion de micorriza nativa y micorrizas
de la formulacion comercial, y la presencia o no de Meloidogyne incognita

La presencia del nematodo nodulador Meloidogyne incognita en
plantas de Hypericum previamente inoculadas con micorrizas vesiculo
arbusculares, no afecté en gran parte a las plantas con el in6culo nativo a
diferencia de las plantas sin micorrizas y con nematodos, las cuales
presentaron sintomas de enanismo, clorosis y especialmente agallamiento en
sus raices. El numero de nematodos encontrados en el suelo de Hypericum
durante las cuatro evaluaciones realizadas después de su aplicacion, fue
menor para el suelo inoculado con la micorriza nativa que con la comercial. El
control en el numero de nematodos por parte de las micorrizas también fue
observado por Goémez et al, (2008). Estos autores demostraron que la
aplicacién de hongos formadores de micorrizas vesiculo arbuculares en plantas
de tomate, también inoculadas con Meloidogyne incognita, beneficio el
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desarrollo de la raiz, a mas de disminuir la cantidad de juveniles en el suelo de
las plantas micorrizadas, observandose también que este patégeno no afecté la
simbiosis entre hongo y planta.

Jaizme-Vega y Rodriguez-Romero (2004) inocularon plantas de
banano con hongos de micorrizas como: Glomus mosseae (coleccion) y
Glomus mosseae (local), para estudiar su comportamiento frente al patégeno
Meloidogyne incognita encontrando que la presencia de las micorrizas
incrementd la tolerancia de las plantas a Meloidogyne e incluso se encontr
una cantidad de nematodos menor que aquellas plantas no inoculadas con el
hongo.

4.2.3 Numero de esporas de micorriza nativa y de micorrizas de la
formulacion comercial en el suelo de plantas de Hypericum en presencia
o no de Meloidogyne incognita

Al someter a las plantas inoculadas con micorriza al contacto con
Meloidogyne, se observo que los hongos VAM produjeron menor cantidad de
esporas en presencia de este nematodo, sin embargo nunca se detectd
ausencia total de esporas de micorriza.

Como se mencioné anteriormente en el trabajo realizado por Gémez et
al, (2008), la asociacién de las micorrizas y las plantas no se vio afectada por
la presencia del nematodo, es asi que este comportamiento se manifiesté en la
presencia continua de esporas en el suelo del cultivo. En nuestro, caso ocurrié
algo similar, ya que en ningiin momento se detectd la ausencia total de esporas
de Glomus, a pesar de que su cantidad disminuy6 considerablemente durante
las diez semanas de la evaluacién. La conducta de los dos tipos de in6culos
frente al nematodo fue similar estadisticamente, observandose una pérdida de

la esporulacién e incrementos leves a la cosecha.
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La evaluacion de esta variable se realizd con el fin de verificar si el
nematodo produciria algun efecto negativo sobre el nimero de esporas en el
suelo. Por los resultados observados y discutidos anteriormente, es importante
resaltar la efectividad de la permanencia de micorrizas en el suelo frente a
Meloidogyne, lo cual se comprobé mediante la observacion de las esporas al

microscopio.

La persistencia de las esporas de micorrizas en suelo, observadas en
esta parte de la investigacion, se puede relacionar con trabajos como lo
realizado por Alarcon et al (2001), quien al inocular Glomus fasciculatum y
Glomus etunicatum en plantulas de Vitis vinifera L. noté la presencia efectiva

de esporas de Glomus en relacién a las plantas no inoculadas.

4.2.4 Colonizacion de la micorriza nativa y micorrizas de la formulacion la
formulacion comercial en las raices de plantas de Hypericum bajo la
aplicacion de Meloidogyne incognita

La presencia de hongos micorricicos en las raices de las plantas de
Hypericum, se manifestd mediante la observacion de hifas y vesiculas en
éstas. La colonizacion en esta fase fue mas evidente que en la fase de
micorrizacion; aqui el porcentaje de colonizacién fue mayor en las plantas
inoculadas con la micorriza nativa que con la formulacion comercial, aun en
presencia del nematodo, aunque en los tratamientos con Meloidogyne
disminuy6 un poco dicho porcentaje para el inéculo nativo, mientras que para el
inéculo comercial con nematodo, los valores de colonizacion bajaron

significativamente.

Estos datos obtenidos a la cosecha de las plantas, demuestra la

prevalencia de las micorrizas sobre el patégeno especialmente para el hongo
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nativo, a pesar del tiempo que las esporas y las raices micorrizadas

permanecieron en contacto con el nematodo.

4.2.5 Longitud de raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de
micorriza nativa y micorrizas de la formulacién comercial, y la presencia o
no de Meloidogyne incognita

Al evaluar la longitud de raiz de las plantas a la cosecha, los
tratamientos con el in6culo nativo presentaron mayor tamafo que los
tratamientos con el in6culo comercial y el testigo. En la interaccion de los
factores indculo y nematodo, se observé que la micorriza nativa en presencia y
ausencia del nematodo, presenté los valores de raiz mas largos. La
importancia del efecto que produjo la aplicacion de la micorriza nativa se
manifesté especialmente en el incremento del tamarfio de sus raices, gracias a
la colonizacion de las micorrizas en las raices de las plantas de Hypericum.
Uno de los principales beneficios que esto trae, es que al tener mayor longitud
radicular aumenta su superficie de absorcién en el suelo y por lo tanto mejora
la nutricion de la planta. A esto se atribuye también la presencia predominante
de raicillas y pelos radicales.

Existen estudios que hablan a cerca de la dependencia micorricica de
algunas plantas y su relacion con la presencia de pelos radicales. Herrera et
al. (2002) explican, que algunas plantas que presentan raicillas con pocos
pelos radicales, pelos cortos o ningun pelo, tienen alta dependencia por las
micorrizas arbusculares, no asi otros autores citados en el mismo trabajo
manifiestan lo contrario, que plantas como la cana de azucar tienen alta
dependencia por las micorrizas arbusculares y que presentan altas
proporciones de pelos radicales en sus raicillas e incluso otras plantas

presentan ambos comportamientos dentro de la misma especie.
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Como lo menciona Morales (2006) citado anteriormente, el sistema
radical de las plantas en presencia de las micorrizas arbusculares aumenta, a
pesar de la presencia de nematodos fitoparasitos, lo cual también mejora la

nutricion de la planta.

4.2.6 Peso de raiz de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de
micorriza nativa y micorrizas de la formulaciéon comercial, y la presencia o

no de Meloidogyne incognita

Al evaluar la variable peso de raiz para las plantas micorrizadas y bajo
la aplicacion de Meloidogyne, se observé que, las plantas inoculadas tanto con
la micorriza nativa como con las micorriza de la formulacion comercial,
estadisticamente fueron similares. Este comportamiento sugiere que la
presencia de micorrizas permite mejor control del ataque de Meloidogyne sobre

el peso de raiz.

Lo observado en esta parte de la investigaciéon, no coincide con los
resultados obtenidos en trabajos orientados al mismo fin, donde el peso de raiz
si se beneficia por la presencia de micorrizas como lo mencionan Garcia &
Ocampo (1988), quienes describen en su trabajo, que el peso de las raices de
las plantas micorrizadas fue mayor al de las plantas no micorrizadas en
presencia del nematodo, al analizar simultdneamente que el numero de huevos
de M. incognita por planta no incrementd en plantas colonizadas por G.

etunicatumy G. mosseae .

4.2.7 Altura de plantas de Hypericum bajo la aplicacion de micorriza
nativa y micorrizas de la formulacién comercial, y la presencia o no de

Meloidogyne incognita

Para la altura de planta, se observd que las plantas de los tratamientos
con los dos in6culos y en presencia de nematodos estadisticamente se

comportaron de forma similar. Esta variable no se vio afectada por la presencia
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de Meloidogyne como sucedié con el peso de raiz para las plantas con

micorriza.

Por lo observado se puede decir que la presencia de micorrizas no
permitié que el nematodo afecte a las plantas en cuanto a su tamafo. Las
micorrizas no perdieron su actividad en el suelo, y por lo tanto su simbiosis con
la planta hospedera fue constante, a diferencia de las plantas testigo, las

cuales presentaron problemas de enanismo.

En otros trabajos se ha encontrado que la aplicacién de micorrizas
produce un efecto favorable sobre la altura del cultivo al que se lo aplico, pero
no se ha encontrado bibliografia exacta que hable a cerca del efecto que
produce la interaccién micorriza-nematodo sobre esta variable. Sin embargo,
no se descarta la posibilidad de que en la actualidad, se esté llevando a cabo
investigaciones de estas caracteristicas que puedan aclarar con exactitud este
comportamiento, y que en un futuro se pueda contar con el acceso a esta

informacion.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El género de micorrizas vesiculo arbusculares aislado del suelo nativo
que colonizé las raices de las plantas de Hypericum fue Glomus, de
acuerdo a la caracterizacion morfologica realizada después de varios
anadlisis y aislamiento de esporas.

La micorriza nativa inoculada en plantas de Hypericum, presentd un
mayor porcentaje de colonizacion y un mayor numero de esporas, en
comparacién con la micorriza comercial, mientras que ademas se
comportaron de forma similar sobre la altura de planta y peso de raiz

durante la fase de micorrizacion.

Las plantas de Hypericum mostraron mayor susceptibilidad de ser

micorrizadas por el inéculo nativo que por el inéculo comercial.

La presencia del nematodo nodulador Meloidogyne incognita no afect6 el
desarrollo de la micorriza nativa. Los tratamientos con la micorriza nativa
en presencia y ausencia del nematodo, el numero de esporas,
porcentaje de colonizacién, longitud de raiz, peso de raiz y altura de la

planta, fueron los mismos.

Los tratamientos con micorriza comercial en presencia y ausencia del
nematodo, estadisticamente presentaron comportamiento similares en
las variables: numero de esporas, longitud de raiz, peso de raiz, y altura
de planta, mientras que para porcentaje de colonizacion, el nematodo
afectd la formacion de hifas y vesiculas en la raiz de las plantas.
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6. En presencia del nematodo la micorriza nativa, estadisticamente fue
mejor que la micorriza comercial sobre las variables indice de
agallamiento, porcentaje de colonizacién y longitud de raiz, mientras que
para las variables nimero de nematodos, nimero de esporas, peso de

raiz y altura de planta, ambas actuaron de forma similar.

7. De acuerdo a la escala de infestacion final en las plantas de Hypericum,
se observo una infestacion muy fuerte (>75 juveniles) para las plantas
testigo con nematodo; para el tratamiento con la micorriza nativa, la
infestacion fue ligera (1-25 juveniles) para las plantas con la micorriza
nativa, y regular (26-50 juveniles) con un nivel critico de dafo en las

plantas con indculo comercial.

Finalmente se concluye que la micorriza nativa del género Glomus presenté
alta afinidad con Hypericum, por lo que su inoculacion en las plantas sirvié
para controlar el ataque del nematodo nodulador Meloidogyne incognita,
evitando la penetracion masiva del nematodo en sus raices y de esta
manera una limitada formacion de agallas reduciendo el dafio en las plantas

de Hypericum.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

. Ensayar con estas micorrizas en otro tipo de cultivos para evaluar su
efectividad tanto sobre el desarrollo de las plantas como en su

capacidad de controlador de plagas.

. Continuar con la propagaciéon de la micorriza nativa, ya que se observo
su capacidad de colonizacién ademas de producir efectos favorables

sobre el cultivo.

. Se recomienda realizar la identificacion a nivel de especie, de la

micorriza nativa.

. Se recomienda el uso de los hongos VAM como organismos
favorecedores del crecimiento de las plantas ademas de actuar como

controladores de algunos fitopatégenos del suelo.
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ANEXOS

ANEXO A. Plantas de Hypericum en invernadero
a) a las cuatro semanas de siembra

b) a las veinte semanas de siembra
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ANEXO B. Plantas de Hypericum al final de la primera fase: Fase de micorrizacion:
a) T1: Testigo
b) T2: Inoculo nativo

c) T3: Inéculo comercial

14 cm 20cm

5cm 5cm

16 cm

5cm
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ANEXO C. Raices con presencia de hifas, vesiculas y arbusculos como resultado de la
micorrizacion de Glomus clarum, Glomus etunicatum y Glomus manihotis, extraido de la
coleccion INVAM.
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ANEXO D. Esporas de Glomus etunicatum, Glomus manihotis, y Glomus intraradices,
extraidas de la coleccion INVAM.
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ANEXO E. Raices con presencia de hifas y vesiculas observadas al microscopio por
tincion con azul de tripan, al final de la primera y segunda fase del ensayo:

a) planta silvestre
b) Brachiaria, cultivo trampa

c), d), e) y f) Hypericum inoculadas con micorriza nativa

40 x 40 x
(Carvajal, 2008)

40 x 40 x
(Carvajal, 2008) (Carvajal, 2008)

40 x 40 x

(Carvajal, 2008) (Carvajal, 2008)
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ANEXO F1. Esporas aisladas del suelo de:
a) plantas silvestres obtenidas

b) cultivos trampa inoculados con raices y suelo de
las plantas silvestres

c), d) plantas de Hypericum inoculadas
con micorriza nativa.

40 x 40 x
(Carvajal, 2008) (Carvajal, 2008)
40 x 40 x
(Carvajal, 2008) (Carvajal, 2008)
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ANEXO F2. Esporas aisladas del sustrato de plantas de Hypericum inoculadas con:

e), f), g) y h) micorriza nativa.

40 x 40 x
(Carvajal, 2008) (Carvajal, 2008)

40 x 40 x
(Carvajal, 2008) (Carvajal, 2008)
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ANEXO G. Raices de plantas de Hypericum inoculadas con una formulacion comercial de
hongos formadores de micorrizas vesiculo arbusculares; tefiidas con azul de tripan y
con presencia de hifas.

40 x
(Carvajal, 2008)

40 x
(Carvajal, 2008)
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ANEXO H. Esporas aisladas del sustrato de plantas de Hypericum inoculadas con una
formulacion comercial de hongos formadores de micorrizas vesiculo arbusculares.

40 x
(Carvajal, 2008)

40 x
(Carvajal, 2008)
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ANEXO I1. Raices de plantas de Hypericum al final de la fase de interaccion con
Meloidogyne incognita.

a) T1: Testigo, sin micorriza, sin nematodo

b) T2: Solo nematodo, raiz completamente agallada

19 cm
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ANEXO I2: Raices de plantas de Hypericum al final de la fase de interaccion con
Meloidogyne incognita.

c) T3: Indculo nativo, raiz con gran cantidad de raicillas y mayor longitud
d) T4: Inéculo nativo + nematodo, raiz con un grado minimo de

agallamiento y un gran desarrollo

29cm

11 cm

23 cm

11 cm
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ANEXO I3: Raices de plantas de Hypericum al final de la fase de interaccion con
Meloidogyne incognita.

e) T5: Inoculo comercial, raiz con presencia regular de raicillas pero poco
desarrollada
f) T6: Inéculo comercial + nematodo, raiz con pobre presencia de raicillas

y agallada por ataque del nematodo Meloidogyne incognita

12cm

13 cm
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ANEXO J. Raices de Hypericum infestadas por Meloidogyne incognita

a) con un alto grado de agallamiento

b) pudricion general

11 cm

12 cm

11 cm
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ANEXO K. Estadios de Meloidogyne observados durante el analisis de las raices y suelo
de Hypericum

a) Huevos de Meloidogyne incognita

b) Hembra de Meloidogyne incognita en raices agalladas de
Hypericum

c) J2 de Meloidogyne incognita en muestra de suelo, observados
al microscopio.

40 x 40 x
(Carvajal, 2008) (Carvajal, 2008)

40 x
(Carvajal, 2008)
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ANEXO L1. Tallos de plantas de las Hypericum a la cosecha

a) Testigo

b) Con nematodos

50 cm

35cm 35¢cm 35cm

40 cm

30 cm 30 cm 30 cm
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ANEXO L2. Tallos de plantas de las Hypericum a la cosecha

c¢) Inéculo nativo

d) Inéculo nativo + nematodo

40 cm 40 cm 40 cm

“licorriga
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40 cm 40 cm 40 cm
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ANEXO L3. Tallos de plantas de las Hypericum a la cosecha

e) Inoculo comercial

f) Inéculo comercial + nematodo.

55cm

35¢cm 35cm 35¢cm

53 cm

35cm 35cm 35cm
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ANEXO M. Plantas de Hypericum inoculadas con el nematodo agallador Meloidogyne
incognita, con sintomas de marchitamiento general.

By ~ematodo B
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34 cm
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