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Efectos de la interaccion de hongos micorrizo
arbusculares (HMA) y Meloidogyne javanica en plantulas
de granadilla (Passiflora ligularis Juss).

Effects of interaction between arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) and ne- &
matode Meloidogyne javanica in plants of passion fruit (Passiflora ligularis).
Jorge A. Sierra-Escobar?, Rafael A. Navarro Alzate? y Gabriel J. Yepes® DOI. 10.21931/RB/2017.02.03.4

Se realiz6é un experimento bajo invernadero que tuvo como objetivo determinar los efectos de la interaccion de
hongos micorrizo arbusculares (HMA) y el nematodo Meloidogyne javanica en plantulas de granadilla (Passiflora
ligularis). Para esta evaluacién se utilizé un disefio completamente al azar con cinco tratamientos y siete unidades
experimentales por tratamiento; los cuales consistieron en la combinacion de dos in6culos de HMA una comercial y
Glomus mosseae; con in6culo de cinco mil huevos de M. javanica, y sus respectivos controles. Las variables respues-
ta utilizada para el experimento fueron: la masa fresca y seca aérea y fresca de raices, colonizacién micorrizal y el
indice de nudosidad por M. javanica y. Los resultados indican diferencias significativas en la biomasa area fresca y
seca de las plantulas de granadilla cuando se compararon los tratamientos inoculados con HMA contra los demas;
igual tendencia se evidencié en la colonizacién micorrizal. Se encontré nodulacién en las raices de los tratamientos
inoculados con M. javanica. En esta investigacion se observé una respuesta en cuanto al desarrollo de las plantulas
con lainoculacién de G. mosseae, ademds, una disminucién del efecto negativo que pudo haber tenido el nematodo
en la produccién de biomasa. Los resultados de esta investigacion sugieren la importancia de los HMA en la fase de
vivero para el cultivo de granadilla lo que permitiria el incremento de la biomasa, la toma de P, y la tolerancia de las
plantulas a los nematodos del género Meloidogyne.
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ABSTRACT

Greenhouse bioassays were carried out to determine the effects of interaction between arbuscular mycorrhizal
fungus (AMF) and nematode Meloidogyne javanica in plants of passion fruit (Passiflora ligularis).To this end, we using
a randomized complete design, with five treatments and seven experimental units by treatment. Which they con-
sisted of the combination of two inoculums from HMA one comercial and Glomus mosseae, with inoculum of 5,000
eggs from M. javanica, and their controls. As a response variable, shoot dry matter, mycorrhizal colonization of roots,
reproduction factor of M. javanica and gall index were measured at harvesting time. The results indicate that exits
significant differences in the mass of passion fruit between treatments inoculated with AMF against other treat-
ments; the same trend was evident in the mycorrhizal colonization. Nodulation was observed in root from treat-
ments with M. javanica. In this research, we found that Passion fruit seedlings respond better to Glomus mosseae
inoculation, reducing the negative effect of the nematode on biomass production. The data suggest the importance
of the AMF in the nursery phase passion fruit, which would allow increased biomass, uptake P, and seedling toleran-
ce to nematodes from Meloidogyne genera’s.

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungus (AMF), nematode, passion fruit

I — la granadilla en Colombia se siembran entre los 1.500 a
Introduccion 2.200 msnm, esto genera gran variacion microclimati-
ca que da como resultados una marcada diferenciacion
en la produccion y en los problemas fitosanitarios del
cultivo®*.

Dentro de los problemas fitosanitarios mds fre-
cuentes que afectan negativamente la produccion en
cultivos de granadilla, son la “secadera” (Fusarium so-
lani = Haematonectria hematoccca) y los nematodos;
de éstos ultimos, son de importancia las especies de los
géneros Pratylenchus sp., Helicotylenchus sp y Meloi-
dogyne sp, prevaleciendo por su amplia diseminacion
M. incégnita y M. javanica®. Los nematodos atacan en
todo el ciclo de vida de las plantas hospederas, aun-
que sus dafios mas severos se observan en almacigos y
plantulas de viveros; estos fitoparasitos formadores de
nudosidades y engrosamiento de las raices afectan la

La granadilla (Passiflora ligularis Juss) es una es-
pecie nativa de América que, ademas de ser cultivada
en Colombia y Venezuela, se encuentran cultivos en
Suréfrica, Kenia, Australia y en Hawaii. En Colombia
es una fruta en de alto consumo; el area sembrada en
los dltimos cinco afnos oscila entre 4.000 y 4.300 ha,
con un rendimiento promedio de 10 a 12 toneladas
por ha. La produccién total nacional estd alrededor de
las 50.000 toneladas, la mayoria de las cuales surte el
mercado nacional y, en menor proporcién, las expor-
taciones, principalmente a Ecuador, Paises Bajos y Ale-
mania'. El Huila es el departamento mas produccién
con aproximadamente 1.835 ha, seguido por Antio-
quia con 1.452 ha. Estos dos departamentos producen
mas del 60% de la granadilla del pais®. Los cultivos de

1Grupo de estudios Floristicos. Universidad Catélica de Oriente. Colombia.
2Grupo de Sanidad Vegetal. Universidad Catdlica de Oriente. Colombia.
3 Estudiante egresado. Universidad Catdlica de Oriente. Colombia.
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produccion y favorecen la presencia de “secadera” en granadilla®.
Esta enfermedad es endémica y se reporta que ha devastado mas
de 400 ha en el municipio de Urrao, Antioquia’. La relacion de la
secadera con los nematodos consiste en que estos ultimos produ-
cen heridas y predisponen las afecciones por Fusarium, y otros
patogenos como Alternaria, Phytophthora, Verticillium, Rhizoc-
tonia, Pseudomonas, Agrobacterium, entre otras®® .

Para el manejo de los fitonematodos en cultivos de granadi-
1la, generalmente se emplean productos de sintesis quimica como
carbamatos, fosforados y fumigantes del suelo' que en algunos
casos afectan el buen desarrollo del cultivo, son contaminantes
ambientales e incrementa los costos de produccion. Desafortuna-
damente, en general en Colombia, el control de plagas y enferme-
dades se basa principalmente en productos quimicos de categoria
toxicoldgica variable, desde la categoria I a IV, ademads, el uso de
éstos no garantiza el control de una plaga o una enfermedad y
atenta frecuentemente contra la salud humana y el ambiente. Es
por esto que, en los tltimos afos se ha incrementado el estudio de
microorganismos benéficos, que disminuyen o en algunos casos
evitan el uso de plaguicidas'” '* 1% los nematodos patégenos no
son la excepcidn; también se han intentado diferentes opciones
para controlarlos, la literatura menciona que los nematodos pre-
dadores, saprofitos o de vida libre como Mononchides, Dorylai-
mides, Aphelenchides y otros pueden jugar un papel importante
en la disminucion de hongos y nematodos fitoparasitos® .

Como se menciond anteriormente, la granadilla es altamen-
te susceptible a los fitonematodos, en Colombia M. incognita, esta
ampliamente distribuida en los departamentos productores de
Granadilla; este nematodo produce engrosamiento de raiz éste y
afecta las plantas en las fases de vivero, almacigo y campo; predis-
poniéndolas a la afeccion por Phytophthora, Verticillium, Pseudo-
monas, Rhizoctonia, Agrobacterium, entre otras’. En los ultimos
afos se ha encontrado que cuando se inoculan las raices de las
plantas con hongos micorrizo arbusculares (HMA), se disminuye
significativamente la incidencia de nematodos patégenos'. Exis-
ten ejemplos en especies frutales como el kiwi', papaya'é, y to-
mate'” donde los HMA han disminuido el efecto negativo de los
nematos patdgenos. Debido a ésto, seria de gran utilidad conocer
si los HMA disminuyen estos efectos en plantulas de granadilla.
Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar la inte-
raccién de HMA y el nematodo nodulador M. javanica en plan-
tulas de granadilla (Passiflora ligularis Juss).

OBJETIVOS:
GENERAL
Establecer la interaccion de los hongos micorrizicos arbus-
culares (HMA) y el nematodo nodulador Meloidogyne javanica
en plantulas de granadilla (Passiflora ligularis Juss)
ESPECIFICOS
Determinar la respuesta de las plantas de granadilla a la
inoculacién con HMA, bajo condiciones de vivero.
Analizar el efecto del nematodo nodulador M. javanica
en plantulas de granadilla inoculadas con HMA bajo condiciones
controladas

1
Métodos

Localizacion. El trabajo se realizo en el invernadero de Sani-
dad vegetal ubicado en las instalaciones de la Universidad Cato-
lica de Oriente (UCO), localizada en el municipio de Rionegro,
Antioquia, a 6° 9" 15.2” N, 75° 22" 10.4” W vy altitud de 2112 m,
con una temperatura promedio de 17 °C, humedad relativa del
78% y precipitacion promedio de 1800 mm/afo correspondiente
a la zona de vida de bosque hiimedo montano bajo (bh-MB), de
acuerdo a la clasificacion de Holdridge'.

Material vegetal. Para la consecucion del material vegetal se
debe aclarar que en Colombia no existen empresas que produz-
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can semilla certificada de granadilla, por lo cual se tuvo que recu-
rrir a s6lo una procedencia. Para esta investigacion se emplearon
plantulas con veinte dias de germinadas procedentes de una plan-
tuladora comercial, las cuales fueron llevadas al invernadero de
Sanidad Vegetal, ubicado en las instalaciones de la Universidad
Catélica de Oriente, donde se sembraron en recipiente plasticos
que contenian 2.000 cc de suelo doblemente esterilizado al vapor.

Consecucion de suelos o sustratos y andlisis fisico quimico
de suelos. Para la realizacion de esta investigacion se utilizé sus-
trato compuesto por suelo organico procedente del horizonte A
de un Andisol, esterilizado en caldera y en autoclave a 120 °C y
0.1 MPa durante 1 hora, con el fin de realizar un mejor vacio bio-
logico del sustrato. Previa a la siembra de las plantulas se realizd
un analisis de suelo (tabla 1).

Parametro Resultados

pH 5,22 Fuertemente dcido
Acidez intercambiable 0,25 me/100 g

Potasio 0,88 me/100 g Medio
Calcio 3.75 me/100 g Medio
Magnesio 227 me100 g Medio
Fosforo 8 ppm Deficiente
Azufre 21 ppm Bajo

Tabla 1: Andlisis de la fertilidad del sustrato previo a la siembra de las
plantulas de Granadilla.

Al suelo se le ajust6 el pH a 5,72, con una enmienda a base
de carbonato de calcio liquido al 43,5% y una dosis de 1 ml L' de
agua; a cada uno de los recipientes plésticos se aplico 100 ml de
la solucion. Asi mismo, se adiciond P en forma de KH2PO4 para
obtener una concentracién de P al 0,02 mg L' segtin lo propuesto
por Habte & Manjunath19.Para este fin se realizé una isoterma
de adsorcién de P de acuerdo al método de Fox & Kamprath20.
Cada unidad experimental recibi6 semanalmente 10 cc de la solu-
cién Hoagland con todos los nutrientes a excepcion del P.

Trasplante del material vegetal a recipientes plasticos. En el
invernadero de Sanidad Vegetal de la UCO, las plantulas de gra-
nadilla se trasplantaron a recipientes plasticos con un volumen
de 2.000 cc de sustrato esterilizado, en cada uno de los cuales se
colocé una sola plantula de granadilla para componer la unidad
experimental con su respectivo tratamiento.

Indculos de HMA. Se utilizaron como controles positivos
dos in6culos de HMA crudos, uno monoesporico (Glomus mos-
seae) y otro multiesporico (indculo comercial) compuesto por
los géneros Glomus spp, Acaulospora spp, y Entrophosfora spp.
Para controlar la calidad de cada indculo, se realizaron conteos
de esporas, utilizando para su separacién la técnica de tamices
propuesta por Habte & Osorio®!. Después del proceso de sepa-
racién, se transfirieron las esporas procedentes de los tubos de
ensayo a embudos que contenian papel filtro rayado (separado
cada 4 mm), posteriormente se realizo el conteo de las esporas
colocando el papel rayado en un estereoscopio siguiendo la me-
todologia propuesta por Sieverding?. Finalmente se encontr6 que
el indculo multiesporico (comercial) contenia aproximadamente
123 esporas/gramo de sustrato y el indculo monoesporico 115 es-
poras/gramo de sustrato.

NEMATODOS

Multiplicacién de M. javanica en plantas de toma-
te variedades Rutgers

Para obtener las poblaciones de M javanica, se purifico y
multiplicé la especie utilizando masas de huevo tnicas en plan-
tulas tomate L. esculentum var Rutgers sembradas en recipientes
plasticos con suelo esterilizado al vapor, bajo el protocolo em-
pleado en la Unidad de Sanidad Vegetal de la UCO. Para la con-
firmacidn de la especie M. javanica, se utiliz6 la metodologia de
la huella perineal®.
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Extraccion de huevos M. javanica.

Eliné6culo de huevos de M. javanica se obtuvo a partir de las
raices de las plantas de tomate var Rutgers infectadas, llevadas al
laboratorio y bajo el protocolo de la Unidad de Sanidad Vegetal,
UCO. Para la extraccién de huevos se emple6 el método de Taylor
y Sasser*.

Inoculaciéon de M. javanica en plantulas de grana-
dilla (P. ligularis).

La inoculacién de M. javanica se realizé a los 30 dias después
del trasplante de las plantulas de granadilla; a cada unidad experi-
mental de los tratamientos con nematodos se le inocularon 5000
huevos. Las plantas se mantuvieron en el invernadero de Sanidad
Vegetal de la UCO durante ocho semanas.

Disefio experimental.

En esta investigaciéon se utilizé un disefio completamente
aleatorizado, con cinco tratamientos, siete repeticiones y como
unidad experimental un recipiente plastico con 2.000 cc suelo
esterilizado y una plantula de granadilla con su respectivo tra-
tamiento, para un total de 35 unidades experimentales (Tabla 2)

Tratamiento Descripcion

T1 Sudo Inoculado con 5000 huevos de M. javanica

T2 Suelo inoculado solo con HMA comercial, dosis de
35 gkg de suelo

T3 Sudlo inoculade solo con HMA comercial v 5000
huevos de M. javanica (Micorriza comercial +
nematodos)

T4 Suelo inoculado solo con HMA G. mosseae y 5000
huevos de M. javanica ( Micorriza + nematodos)

T5 Solo sustrato esterilizado

Tabla 2: Tratamientos evaluados.

VARIABLES RESPUESTA

Masa fresca y seca aérea y masa fresca de raices.

La cosecha se realizé a los 90 dias después del trasplante a
recipientes plasticos. Para la cosecha se corté cada plantula en el
cuello de la raiz, y se peso, inmediatamente, la masa fresca aé-
rea de cada unidad experimental, posteriormente se llevé tanto
la parte aérea como la raiz, a 110 °C por 72 horas, o hasta obtener
un peso constante.

Colonizacidon micorrizal.

Para el efecto se tomaron muestras de raices de cada unidad
experimental de minimo 0,6 g realizando cortes de la parte apical
de aproximadamente 1 cm de longitud, las cuales fueron deposi-
tadas en un recipiente de vidrio en una solucién de KOH al 10%%;
para limpiar el contenido citoplasmatico, se acidificaron con HCI
y luego se tifieron con fucsina acida al 0.15 % en acido lactico de
acuerdo a la metodologia propuesta por Kormanik y otros®. La
colonizacion micorrizal se determiné por el método de placas?.

indice de nudosidad de M. javanica en plantulas
de granadilla (P. ligularis).

Sesenta dias después de la inoculacién con huevos de M. ja-
vanica, se tomo las raices y se llevaron al laboratorio de la Univer-
sidad Catolica de Oriente, para determinar el porcentaje de nudo-
sisdad segun la escala establecida de Taylor & Sasser*, modifica,
de 0 a 10, asi: 0 (Ausencia de nudosidad) y 10 (Ciento por ciento
de raices afectadas).

Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a andlisis de va-
rianza simple y a la prueba de medias Tukey, se empled un nivel
de significancia de P £ 0.05. Se realiz6 para Normalidad los test de
Shapiro-Wilk y Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) y para homoge-
neidad de varianza el test de Levene; todas estas pruebas se ajusta-
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ron a la distribucion normal. Para el procesamiento estadistico de
utilizé el programa STATGRAPHICS Plus. Version 5.0 de 2000.

1
Resultados

El beneficio generado por la inoculacion en el suelo de HMA
en plantulas de granadilla fue persistente, incluso en los trata-
mientos combinados. Meloidogyne javanica afecté negativamente
el desarrollo de las plantulas de granadilla, lo cual ocasioné una
reduccion en la masa aérea (fresca y seca), y masa radical con va-
lores de 5.22, 3.72 y 3.01 g respectivamente, en comparacion con
los tratamientos inoculados con HMA (Tabla 3). De otro lado,
en la Tabla 3 puede observarse que el efecto de M. javanica fue
disminuido significativamente con la inoculaciéon de HMA en los
tratamientos T3 (comercial) y T4 (G. mosseae). Es de resaltar que
existen dos tendencias claramente definidas, los tratamientos con
presencia de HMA fueron estadisticamente superiores a los trata-
mientos en ausencia de HMA (Tabla 3).

Tratamiento Maz= fresca aéreo Masa seca Masa
(9 aéreo (g) radicular (g)|

Meloidegyne javanica 522b 372b 301b
Micorriza comer cial 6.9a 438a 393
Micorriza comercial + M. 629a 434a 3440
Javanica
Glomus mosseae + M. javanica 6992 43%a 464a
Sustrato estéril 495b 3.66b 3.03b

Tabla 3: Efecto de la inoculacién con HMA sobre la masa en plantas de
granadilla (Passiflora ligularis). Columnas con letras diferentes indican
diferencias significativas (Tukey, P £ 0.05).

De acuerdo con Berrio y Vivi* y Tamayo’, los nematodos
del género Meloidogyne ocasionan reduccién foliar y radicular en
granadilla; resultados que concuerdan con los obtenidos en esta
investigacion; lo que demuestra la gran susceptibilidad del cultivo
a este problema (Tabla 3, figura 1)

De otro lado, la incorporacién de micorrizas aumenta el
crecimiento y favorece muchos cambios a nivel morfolégico en
el sistema radicular, estimulando la proliferacion de raices, lo que
hace que las plantas sean mas tolerantes al ataque de los nemato-
doslé, 29, 30.

En cuanto al porcentaje de colonizacién por HMA, existie-
ron diferencias altamente significativas entre tratamientos. Al
igual que la biomasa, esta diferencia se establece entre los trata-
mientos inoculados con HMA (T2, T3, T4) y los no inoculados
(T1, T5). El mayor porcentaje de colonizacion se dié en las plan-
tas inoculadas con G. mosseae presentando un 93.6%. de raices
colonizada. Curiosamente, el tratamiento con micorriza comer-
cial fue el que obtuvo menor porcentaje de colonizacién con un
38.4%. Como era de esperarse en los tratamientos sin HMA no se
evidenciaron estructuras de HMA en sus raices (Figura 2).

Diferencias en el porcentaje de colonizacién también se ha
evidenciado en otros estudios, por ejemplo, Gafnan et al.*’, encon-
traron 41 y 40% de colonizacién micorrizal sin y con nematodos
en el sustrato respectivamente, utilizando un indculo micorrizal
comercial en plantulas de banano. Ademds, M. javanica no afecto
la colonizacion micorrizal, incluso su presencia al parecer favo-
reci6 la colonizacidn, esto fue evidenciado también por Habte et
al.” en plantulas de trébol blanco inoculados con Meloidogyne
incognita 'y el hongo formador de micorrizas Glomus intraradices.

Aunque en el suelo de ningun tratamiento se evidenciaron
estadios de nematodos ], de M. javanica, si se apreciaron nédulos
en las raices de los tratamientos in6culados. La nodulacion esta-
disticamente mas alta la presenté T1 (M. javanica), seguida de
los tratamientos T3 y T4. En el tratamiento T5 no se observaron
nudos (Figura 3y 4).

Ademas del incremento en la biomasa vegetal, la inoculacion
del suelo con HMA ha sido ampliamente probada como un efecto
benéfico en el desarrollo de las plantas, al propiciar la absorcion
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Fig. 1. Efecto como clorosis, desarrollo y volumen radical en las plantulas de granadilla con los diferentes tratamientos evaluados.
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Fig. 2. Efecto de la inoculacién con HMA en el porcentaje de colonizacidn de raices en plantas de granadilla (P. ligularis). T1 (M. javanica) T2 (HMA
comercial) T3 (HMA comercial + M. javanica), T4 (G. mosseae + M. javanica) y T5 (Suelo estéril). Columnas con letras diferentes indican diferencias

significativas (Tukey, P £ 0.05).

de nutrientes®, ocupar espacios intracelulares y favorecer la sinte-
sis de enzimas como peroxidasas, glucanasas, fenilalanina, quite-
nasas y polifenol oxidadsa, que son defensa contra patégenos que
afectan las plantas®.

Aunque se esperaba que la inoculacion del suelo con HMA
(G. mosseae e in6culo comercial) incrementaran la resistencia o
tolerancia a M. javanica en plantulas de granadilla, se evidencio
que tanto el simbionte como el patégeno cohabitaron (Figura 3).
Esto no significa que el efecto del HMA haya sido negativo, por
el contrario, a pesar de que el patdgeno estuvo presente, no se vi6
afectada la biomasa de las plantulas, las cuales fueron vigoriza-
das por el efecto micorrizico. Similar resultado fue evidenciado
por Camprubi et al.** en plantulas de ciruelo (Prunus insititia L.)
con raices infectadas con Pratylenchus vulnus e inoculadas con G.
mosseae. De otro lado, cuando se utilizé G. mosseae en plantulas
banano, los HMA disminuyeron el dafo en raices causado por
nematodos* (Elsen et al., 2003). Como lo sugieren los datos, el
uso de los HMA en etapa de viveros para el cultivo de granadilla,
es una opcion sostenible para mejorar el rendimiento y salud de
esta planta en el proceso de produccion en campo.

|
Conclusiones

Los hongos micorrizales comerciales y G. mosseae disminu-
yeron el efecto negativo de M. javanica, aumentando el sistema
radical y favoreciendo las biomasa en las plantulas de granadi-
lla. El nematodo M. javanica ocasiona un dafio en las raices de
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Gradilla cuando hay ausencia de las micorrizas en los suelos o
sustratos. Las plantulas en sustrato esterilizado sin micorriza pre-
sentaron un desarrollo deficiente, contrario a las que recibieron
la micorriza comercial o G. mosseae, ain en presencia de M. ja-
vanica. Glomus mosseae fue el indculo de HMA mas efectivo con
incrementos significativos (93%) en la colonizacién micorrizal en
plantulas de Granadilla en la etapa de vivero.

Recomendaciones

-Glomus mosseae, quién mostr6 un efecto superior a la Mi-
corriza comercial sobre el efecto de los nematodos nodulares y el
desarrollo de las plantulas, podria promocionarse como in6culo
comercial para que sea asequible a los cultivadores de Granadilla.

-Los resultados de esta investigacion deberian ser acogidos
por las empresas plantuladoras, inoculando los sustratos con
HMA con el fin de fortalecer las pldntulas en esta fase de creci-
miento.
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Effects of interaction between arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) and nematode Meloidogyne javanica in plants of passion fruit (Passiflora ligularis)
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Fig. 3. Porcentaje de nodulacion de M. javanica en raicez de granadilla. Columnas con letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, P £
0.05).

Fig. 4. Efecto de la inoculacién de HMA en el porcentaje de nudos de la raiz de plantas de granadilla (Passiflora Iigularis). i
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