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Il. RESUMEN

En la agricultura intensiva como medida inmediata ante fitopatdgenos y baja fertilidad
nutricional del suelo, suelen usar pesticidas y fertilizantes quimicos. Estos son considerado de
alta peligrosidad y toxicos para la salud humana, la biologia del suelo y el medio ambiente.
Ademas, ante las exigencias del consumidor interesado en la inocuidad, conlleva a incursionar
en el estudio y desarrollo de tecnologias limpias como alternativas del control bioldgico y
fertilizantes basados organismos asociados a las plantas como los microorganismos
promotores de crecimiento (PGPRS) y hongos micorricicos. Estos son considerados como
importantes microorganismos rizosféricos benéficos, pudiendo ser utilizados como estrategia
del control bioldgico frente a determinados patdgenos de la raiz como los nematodos. El
objetivo de este trabajo de investigacion fue usar microorganismos promotores de crecimiento
y hongos endomicorricicos para controlar la propagacion de neméatodos, mejorando la calidad
y produccién del cultivo de aguaymanto (Physalis peruviana L.). En este trabajo de se ha
identificado al neméatodo Meloidogyne incognita, como un patégeno en el cultivo de
aguaymanto. Asi mismo se ha estudiado la relacion entre la poblacion inicial de nematodos y
el desarrollo en el peso fresco de la planta y se determind el grado de severidad radicular,
siendo el nimero de 5000 de huevos y juveniles en segundo estadio de M.incognita por Kg de
sustrato con la que la planta se ve afectada en su desarrollo. Los resultados de las pruebas in
vitro y en invernadero mostraron que las cepas de bacterias diazotréficas DA30 y Azo16M2
tuvieron el mayor porcentaje de capacidad de inhibicion de M. incognita, asi como también el
uso de estas cepas incrementaron el porcentaje de colonizacién micorricica (CM%) al igual
que en el nimero de esporas por gramo de suelo seco (N° Esporas/g suelo seco). Ademas los
tratamientos donde se usaron interacciones de hongos endomicorricicos con la cepa
diazotrofica (DA30 o la cepa Azo16M2) presentaron en la mayoria de los parametros medidos,
un mayor control sobre el desarrollo de las plantas infectadas con el nemétodo, por lo cual

podrian recomendarse como alternativa para reducir el uso de nematicidas.



SUMMARY

In intensive agriculture as an immediate measure to plant pathogens and poor nutritional soil
fertility, they often use pesticides and chemical fertilizers. These are considered highly
dangerous and toxic to human health, soil biology and the environment. In addition, consumer
demands interested in safety, leads to dabble in the study and development of clean
technologies such as biological control alternatives and partner agencies based plants as
growth promoters microorganisms (PGPR) fertilizer and mycorrhizal fungi. These are
considered as important beneficial rhizosphere microorganisms and can be used as biological

control strategy against certain root pathogens such as nematodes.

The objective of this research was to use growth promoting microorganisms and
endomycorrhizal fungi to control the spread of nematodes, improving quality and crop

production aguaymanto (Physalis peruviana L.).

This work has identified the Meloidogyne incognita, as a pathogen in growing Physalis
peruviana (aguaymanto). It also has studied the relationship between initial nematode
population and development in the fresh weight of the plant and root determining the degree
of severity, the number of eggs and juveniles 5000 between second stage of M.incognita per
kg substrate with which the plant is affected in its development. The results of the in vitro and
in greenhouse tests showed that the strains of bacteria diazotrophic Azo16M2 and DA30 had
the highest percentage of capacity to inhibit M. incognita as well as the use of these strains
increased the percentage of mycorrhizal colonization (CM%) as in the number of spores per
gram of dry soil (No. spores / g dry soil). Treatments where interactions endomycorrhizal used
with diazotrophic strain (strain DA30 or Azol6M2) presented in most of the measured
parameters, greater control over the development of plants infected with the nematode, thus

could be recommended as alternative to reduce the use of nematicides.






I11. INTRODUCCION

Physalis peruviana L. conocida comtinmente en el Peri como “aguaymanto”, se encuentra en
estado silvestre en los Andes del Per(. Esta planta crece en las zonas tropicales altas de
América, siendo su centro de origen los Andes del norte de Sudamérica, principalmente
Colombia, Pert y Ecuador (Trillos, et al., 2008).

La distribucion geogréfica de Physalis peruviana “aguaymanto” ha sido documentada en el
PerU para siete departamentos; principalmente asociadas a regiones andinas de Ancash,
Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huanuco y Junin (Dostert, et al., 2011). En total se

han identificado entre 75 a 90 especies de Physalis en el Per (Medina, et al., 2015).

El estudio del aguaymanto ha despertado gran interés a nivel nacional, debido a la importancia
del fruto con propiedades fisicas, medicinales, nutricionales y terapéuticas (Perry 1980; Wu,
etal., 2004).

A nivel mundial, el principal productor y exportador de aguaymanto es Colombia, sin
embargo; el Peru tiene toda las condiciones y los nichos ecoldgicos para producir y exportar
este producto con una calidad competitiva, en los Ultimos afios ha aumentado el cultivo del
aguayamanto, generando ingresos y divisas por su exportacion (MINAG, 2012). En el 2014,
la produccién total a nivel nacional alcanzé las 166.609,74 toneladas (188% mas que el afio
anterior), y en los ultimos 4 afios ha aumentado su produccion en 1000%, siendo los
principales mercados Estados Unidos y Alemania (exporta mas del 50%) (PROMPERU,
2015).

Por esta razon, se ha convertido en una excelente alternativa agricola en el pais,

incrementandose en los ultimos afios la siembra de aguaymanto a nivel nacional.



Como es de conocimiento la intensificacion de un cultivo trae consigo problemas
fitosanitarios. El aguaymanto por ser una solanacea es un cultivo susceptible a uno de los
problemas maés serios en el Perd que es el nematodo del nodulo de la raiz Meloidogyne
incognita. Por esto es de suma importancia desarrollar tecnologias bioldgicas que permitan el

manejo en el campo de este problema.

Meloidogyne incognita es un nematodo cosmopolita que se caracteriza por desarrollar agallas
en las raices y por sus habitos polifagos puede afectar hasta mas de 2000 especies de plantas
entre ellas gramineas, hortalizas, frutales y forestales; ocasionando considerables pérdidas en
la produccion. Segun Eunice, et al., 2008 y Castillo (2002).

M. incognita parasita las raices de aguaymanto y es capaz de formar asociaciones con otros
hongos, bacterias y/o virus patdgenos del suelo, ocasionando disminucion en el tamafio y

namero de frutos por planta, por tanto pérdidas en la produccion.

El Per( por mucho tiempo ha hecho uso indiscriminado de productos quimicos sintéticos, que
actualmente se han retirado muchos de ellos del mercado a nivel mundial, por lo que hay una
gran necesidad de buscar alternativas biologicas para el control de nematodos por ser mas

seguros al ser humano y no contaminantes del medio ambiente (Margraf, et al., 2001).

El mercado mundial exige que los productos agricolas y pecuarios sean inocuos al ser humano
(Comision del Codex Alimentarius). Por lo que se han establecido parametros internacionales
sobre los limites maximos de plaguicidas (LM) y ain mas los paises importadores exigen
certificaciones de Buenas Practicas Agricolas (BPA), lo que conlleva a estimular el estudio de

alternativas de control biolégicos basados en microorganismos asociados a las plantas.

La biotecnologia nos permite estudiar el uso y empleo de microorganismos benéficos y
controladores, los que fueron clasificados por primera vez en 1978 por Kléepper bajo el
nombre de Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR), que es un grupo de bacterias de
vida libre o simbiotica, no patdgenas, habitantes de suelos y rizosferas; que presentan diversos
mecanismos benéficos para las plantas como el incremento de la germinacién, estimulacion
del crecimiento, control biol6gico, induccion de la resistencia a patdgenos, produccion de
fitohormonas y mejoramiento en la asimilacion de agua y nutrientes (Barka ,et al., 2000). Se

han utilizado PGPRs, especialmente las del género Bacillus, actinomicetos, Pseudomonas y



Rhizobium como control biologico contra nematodos patégenos como M. incognita. (Tian, et
al., 2007). A su vez dentro del sistema radicular de las plantas y el suelo mismo, existe una
asociacion hongos-raiz que se da entre muchas especies vegetales, la asociacion mas
importante se da con las endomicorrizas del tipo vesiculo-arbuscular (Moreno 1987). En
estudios recientes se ha determinado que los hongos micorricicos tienen la capacidad de
inducir la resistencia sistémica de la planta contra el neméatodo en el sistema radicular. El
establecimiento de estos hongos reduce la infeccion y la reproduccion del neméatodo agallador
M. incognita y reduce la severidad de la enfermedad en el suelo infectado. Ademas las

micorrizas mejoran la toma de nutrientes del suelo, principalmente fosfato (Liu, et al., 2011).

Por lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo es desarrollar una
metodologia basada en el uso de microorganismos promotores de crecimiento y hongos
micorricicos como prevencion a la infeccion de nematodos e incrementar la produccion en

Physalis peruviana.
Los objetivos del presente trabajo fueron:
Objetivo general

Uso de microorganismos promotores de crecimiento y hongos endomicorricicos para controlar
la propagacion de nematodos, mejorando la calidad y produccién del cultivo de aguaymanto

(Physalis peruviana L.).
Objetivos especificos
Propagar esporas de hongos endomicorricicos aislados de la rizosfera de Physalis peruviana.

Seleccionar las cepas de bacterias aisladas previamente del banco Laboratorio Marino Tabusso

(LMT) con mayor capacidad de inhibicion de Meloidogyne incognita a nivel in vitro.

Evaluar el efecto de bacterias promotoras de crecimiento y hongos endomicorricicos como

controladores de Meloidogyne incgnita en Physalis peruviana en invernadero.

Evaluar el efecto de las bacterias promotoras de crecimiento en la infeccion de hongos

endomicorricicos en la raiz de Physalis peruviana.

3



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 El cultivo de aguaymanto

4.1.1 Origen

El cultivo del aguaymanto fue conocido desde la época de los incas, crecid en diversas partes
de los andes, su origen fue en los andes de Colombia, Per(, Ecuador y Bolivia, regiones en
las cuales su fruto ha sido utilizado como alimento silvestre desde épocas precolombinas
(National Research Council 1989); sin embargo, segun Legge en 1974, considera que el
centro de origen de la especie Physalis peruviana L. fue los andes peruanos; pero de acuerdo
a un estudio realizado por los paises pertenecientes al convenio Andrés bello en 1983, se ha
identificado todo sudamerica, incluyendo los andes ecuatorianos, como el origen de la fruta
de P. peruviana (Brito, 2002).

4.1.2 Taxonomia

La clasificacion taxondémica de esta planta herbacea segin Cronquis (1981), citado por

Alarcon (2002), es la siguiente:



Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub-clase . Asteridae
Orden : Solanales
Familia . Solanaceae
Sub-familia . Solanoideae
Tribu . Solanae
Género . Physalis

Especie . Physalis peruviana L.

4.1.3 Descripcion botanica

El género Physalis es uno de los generos mas grandes de las solanaceae y comprende entre 75
a 90 especies. El aguaymanto es una dicotiledonea herbacea perenne. Posee un tallo erecto
poco ramificado, cilindrico y densamente pubescente, alcanzando una altura entre 45 y 90 cm,
algunos alcanzan hasta 1.8 m. La mayoria de las raices son fibrosas y se desarrollan a una
profundidad de 50-80 cm (Bean, 2006; Paksi., et al., 2007). Las hojas son alternas, densamente
pubescente con base, enteras 0 con pocos dientes inconspicuos, y cortamente apiculadas. El
peddnculo floral es de 10-13 mm de largo; el céliz es anchamente campanulado, en floracion
15-18 mm de largo y pubescente en la cara exterior, en la maduracion del fruto el caliz cambia

de color verde a beige, éste envuelve al fruto por completo protegiéndolo de los depredadores.

Las flores se disponen verticalmente erectas o algo inclinadas. La corola es amarilla, con cinco

maculas purpuras. Las flores pueden ser facilmente polinizadas por los insectos, aire o también



por autopolinizacion (Puente, 2011). Las bayas maduras son amarillas anaranjadas tienen un
diametro de 1-1.5 cm y pesan entre 4 a 10 g. El fruto esté protegido por un céliz que envuelve
por completo al fruto a lo largo de su desarrollo y madurez, protegiendo contra los insectos,
aves, enfermedades y situaciones climaticas adversas, los frutos contienen de 100 a 200
semillas aplanadas (Fisher, et al., 2005). La vida del fruto después de la cosecha con el caliz

dura un mes mientras que sin el caliz es de 4 a 5 dias.

4.1.4 Nombres comunes

El aguaymanto es conocido por la diversidad de nombres dependiendo del lugar de origen:
Per(: aguaymanto, capuli o uchuva.

Bolivia: capuli o motojobobo embolsado.

Ecuador: uvilla o tomate silvestre

Colombia: uchuva, uvilla, vejigon o guchavo

Chile: capuli o bolsa de amor

Meéxico: cereza del Peru, yuyo de ojos

Brasil: Groselha do Peru, herva noiva do Peru, Batesta, Camapu
U.S.A.: gooseberry, Peruvian cherry, golden berry or Andean Cherry
Africa del Sur: cape gooseberry, golden berry

Francia: coqueret du Pérou, coquerelle.

(Calzada, 1980 y National Research Council, 1989).



4.1.5 Distribucion

Se extiende por Bolivia, Chile, Argentina, Brasil, Colombia, Per( y Venezuela. Al habitar en
climas calidos y templados, esta bastante difundida en niveles andinos medios y bajos en la
costa, en Per( se puede encontrar en departamentos como: Cajamarca (San Miguel), la
Libertad (Chicama); Huanuco, Apurimac; Cusco (Valle del Urubamba); Lima (Cafiete) y otros
(Palacios, 1993).

4.1.6 Composicion fisico-quimica y valor nutricional

Analizando 100g de fruta madura de aguaymanto sin céscara, Fisher (2000) obtuvo los
resultados mostrados en el tabla 1. Los resultados en comparacién con otros frutos presentan
una mayor cantidad de nutrientes, como proteinas, sales minerales (hierro, fésforo y potasio),

asi como pro-vitamina A, acido ascorbico (vitamina C) y vitamina del complejo B.

Tabla 1. Composicién nutricional del aguaymanto (por cada 100 g de pulpa)

Factor Nutricional Contenido
Calorias 49
Agua 85.9¢.
Proteinas 1.54¢.
Grasa 05g.
Carbohidratos 11.0g.
Fibra 0.4 g.
Ceniza 0.749.
Calcio 9.0 g.
Fosforo 21 mg.
Hierro 1.7 mg.
Vitamina A 1730 U.I.
Tiamina 0.1 mg.
Riboflavina 0.17 mg.
Niacina 0.8 mg.
Acido ascorbico 20 mg.

Fuente: Fisher, Gerhard. Produccion. Post- cosecha y exportacion de la Uchuva.
Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia, marzo del 2000.




4.1.7 Propiedades medicinales

La importancia de este cultivo radica en el fruto debido a que se le atribuye propiedades
nutritivas y medicinales (Eunice, et al., 2007), el aguaymanto se ha empleado en la medicina
tradicional como agente anticancerigeno, antipirético e inmunomodulador, asi como para en
el tratamiento de enfermedades como malaria, asma, hepatitis, dermatitis, reumatismo,
diurético y otras enfermedades (Quispe, et al., 2009). El fruto del aguaymanto pertenece a la
categoria de los carotenogénicos, ademas se determinado el contenido de flavonoides y
compuestos polifendlicos (Marin, et al., 2010). Se ha demostrado que este fruto tiene ambas
propiedades importantes como antinflamatorio y antioxidante. En las Gltimas investigaciones,
en los célices del aguaymanto, se han encontrado moléculas de azlcar conocidos como
glicésidos, considerados los responsables de la actividad antiflamatoria (Madrifian 2010) y los
extractos del fruto tiene actividad anticancerigena en hepatoceélulas humanas (Ching, et al.,
2010).

4.1.8 Produccion del aguaymanto

El cultivo de aguaymanto en el PerG se ha iniciado con un enfoque comercial alrededor de
hace 6 afos, la produccién total en el 2008 fue de 8 toneladas por hectarea por afio (Tn/h/afio),
aumentando a 16 Tn/ha/afio en el 2011; es decir en este periodo la produccion nacional se
duplicado como consecuencia del incremento en el area sembrada, esta mejora en la
productividad se debio al uso de controladores bioldgicos y a la implementacion de sistemas
de tutoreo (Schreiber, 2012).

La estacionalidad en la sierra se encuentra entre los meses de abril a junio, mientras que en la

costa la cosecha se concentra en octubre a noviembre.

Bajo buenas condiciones de cultivo, los frutos de la primera cosecha son los méas grandes. Se
puede obtener un rendimiento de 20-33 Tn/ha. La cosecha empieza después de siete a nueve

meses después de la primera siembra.



4.1.9 Mercado Internacional

Las exportaciones de aguaymanto aumentaron durante el periodo 2007-2012. En la actualidad
el cultivo de aguaymanto esté en crecimiento; ya que en el 2007 se exportaron 6842.37 kg y

en el 2011 se exportd 59164.36 kg significando un incremento de mas del 800%.

Estados Unidos es el principal destino (37% en el 2011) y Alemania (mas del 50%). Otros
destinos importantes son Alemania y Canada. Hasta abril del 2012, las exportaciones totales
de este producto se estimaron en un valor FOB US $ 198 094 y un volumen de 17 979 kg. En
los ultimos 4 afios ha aumentado su produccién en 1000% (PROMPERU 2014).

4.1.10 Requerimientos del cultivo de aguaymanto

a. Altitud

El aguaymanto es capaz de crecer en un gran rango de altitud de los pisos altitudinales
intermedios de los Andes, entre los 1500 y 3000 msnm (Salazar, et al., 2006). Siendo el ideal
entre 2400 y 2800 msnm (Roca, 2013).

b. Temperatura

La temperatura promedio 6ptima para el crecimiento es de 18°C. Las plantas resisten también
temperaturas bajas, pero su crecimiento se ve afectado bajo los 10°C. Para la produccion de
frutos se ha indicado una temperatura minima de 5°C. (Talia y Fries 2007). Se ha reportado
también que el aguaymanto del ecotipo colombiano muestra la mas alta produccion de materia
seca a una temperatura radicular constante de 29°C vy la tasa fotosintética y la materia seca de
frutos aumentan hasta una temperatura de 30°C (Raghava y Murty, 1987).

c. Precipitacion

La precipitacion 6ptima debe oscilar entre 1000 y 2000 mm bien distribuidos a los largo del
afio, con una humedad relativa entre 70% y 80 %. El suministro de agua es importante durante
los periodos secos para evitar que se rajen los frutos (Calvo, 2009).



d. Suelo

El aguaymanto prefiere suelos con textura areno-arcillosa con buen drenaje y alto contenido
materia organica y un pH entre 5.5 y 7.3; ademas no es tolerante a suelo arcilloso por sus raices
superficiales. También se menciona que se han obtenido buenos resultados en suelos pobres y

arenosos (Raghava y Murty 1987).
e. lluminacién y fotoperiodo

Estudios sobre el fotoperiodo muestran que las flores se abren hasta una semana antes bajo
condiciones de dias cortos (8 horas de luz) que bajo dias largos. También es considerada
fotoneutral ya que esta especie crece sin problemas en casi todos los lugares del mundo
(Hansen, 1993).

f. Fertilizacion y abonado

La preparacion del cultivo es necesario mantener el cultivo limpio y una labranza minima. Se
recomienda que el terreno este bien arado, libre de malezas y si el terreno es plano es necesario
realizar surcos para evitar que las plantas sembradas se pudran debido a anegamientos. La
labranza es minima, no se debe preparar toda el area del terreno, solamente se hace hoyos de
30 cm de ancho por 30 de largo y 20 cm de profundidad, en donde se siembra las plantas sin

necesidad de preparar toda la parcela.

Respecto al abonado se realiza 20 a 30 dias antes de la siembra, se recomienda utilizar 1,5 kg
de compost y humus de lombriz por cada planta cada tres meses 0 1 - 1,5 L de abono liquido
fermentado cada 15 - 20 dias. Segun Martinez, la respuesta a la mejor dosis de abonamiento
fue con gallinaza usando de 2 a 3 kg de gallinaza por planta, dando rendimiento promedio de
9.77-10.05 t ha-1 (Martinez, 1999).

g. Propagacion

Para una propagacion vegetativa, las estacas o esquejes pueden ser obtenidos de la planta en

cualquier momento del afio, estos igual presentan un buen enraizamiento inicial; pero los
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mejores enraizamientos se obtienen después del tratamiento con hormonas en camas calientes
con arena. Las estacas pueden ser trasplantadas después de 14 - 21 dias. La propagacién
vegetativa permite el establecimiento del cultivo méas rapido y las estacas alcanzas la edad de
cosecha mas rapido produciendo mas frutos que las plantas propagadas por semillas (Dostert,
etal., 2011).

4.2 Agentes patdgenos del cultivo de aguaymanto (principales enfermedades)

La problemética fitopatologica que presenta durante el ciclo vegetativo del cultivo de
aguaymanto, puede llegar a generar una incidencia de la produccién en los costos de
produccion; cuando las pérdidas son criticas, los organismos causantes de la enfermedad
adquieren importancia econémica y se hace necesario el diagndstico para asi determinar el
patdgeno e implementar las medidas adecuadas de control. Las enfermedades caracteristicas
que se presentan en el cultivo de aguaymanto son: Mancha gris, muerte descendente,

esclerotiniosis, mal de semillero, saneamiento descendente de apice del caliz y nematodos.

Diversas enfermedades pueden afectar negativamente el crecimiento de las plantas y la
produccion de frutos. En el Perd, la explotacion comercial de Physalis peruviana esta en
aumento, pero principalmente de poblaciones silvestres, por lo que hay poca informacién sobre
las enfermedades que atacan estos cultivos (Doster, et al., 2012). Sin embargo, la problematica
fitopatologica de no tener un control puede llegar a generar una gran incidencia en los costos
de produccion de los agricultores causando pérdidas por los organismos causantes de
enfermedad, por ello se hace necesario el diagndsticos para determinar el patdgeno e
implementar las medidas adecuadas de control. Las enfermedades caracteristicas que se

presenta en el cultivo de aguaymanto.

Segun Blanco (2000) las enfermedades méas comunes en el cultivo de aguaymanto son: mancha
gris, muerte descendente, esclerotiniosis, mal de semillero, secamiento descendente de &pice

de céliz y nematodos.

4.2.1 Bacterias

Las pérdidas causadas por enfermedades bacterianas son generalmente menores a las causadas
por hongos o virus. Los efectos de las bacterias sobre sus hospedantes son de varios tipos y
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depende de la planta. Siendo los trastornos mas comunes que provocan las bacterias:
pudriciones blandas, manchas foliares, afiubios, enfermedades vasculares, hiperplasias e
hipertrofias (Gongora, 2006).

Entre las bacterias mas frecuentes asociadas con enfermedades, se encuentran Ralstonia

solanacearum y Xanthomonas campestris, causantes de la marchitez bacteriana.

4.2.2 Mancha grasienta

Xanthomonas sp. La enfermedad se puede apreciar en el céliz o en el capacho antes de su
cosecha. Se puede observar manchas pequefias que en pocos dias se agrandan, decoloran el
tejido y dan la apariencia de papel engrasado. El patégeno no afecta el fruto pero se deteriora

su apariencia externa para el mercado.

4.2.3 Marchitez bacterial

Ralstonia solanacearum, este patdgeno puede atacar a varios miembros de la familia
Solanaceae, como la papa, el aji y el tomate. La enfermedad se puede presentar en cualquier
estado de desarrollo del cultivo. Se disemina rapidamente atreves de a lluvia o el agua de riego.

Tiene como sintoma la marchitez en la planta.

4.2.4 Hongos

Mal de semillero, damping-off, sancocho, chumasquina o chupadera. Phytium sp. este
patdgeno puede vivir en el suelo como saprofito. En ciertas ocasiones puede venir acompariado
con otros patégenos como la Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp. (Fisher, et al., 2005). Los
sintomas producidos por la enfermedad en los semilleros varian con la edad y la etapa del
desarrollo de las plantulas. La sintomatologia mas comun es la pudricion de las raices y/o de

los tallos. También se amarilla las plantulas con necrosis en la base de los tallos (Blanco, 2000).

4.2.5 Mancha gris

Es causado por Cercospora sp. Esta enfermedad puede afectar la planta en cualquier etapa de
su desarrollo, pero casi siempre comienza en las hojas mas maduras. Las esporas de este hongo
se diseminan con el viento y necesitan alta humedad para su germinacion. Los sintomas
aparecen en las hojas, caliz o capacho, deteriorando la calidad para la exportacién. (Fisher, et

al., 2005),
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4.3 Nematodos

Los nematodos parasitan generalmente las raices de las plantas, causando cambios internos
que terminan interrumpiendo el paso normal de nutrientes y agua. La deformacion de las raices
paraliza el crecimiento de las plantas. Las hojas pueden volverse cloréticas. En general,

presentan sintomas propios de deficiencia de agua y nutrientes, aun cuando estos abunden.

El neméatodo mas frecuente encontrado en el aguaymanto es el Meloidogyne sp., el cual forma
nodulos en la raiz. Los nematodos se diseminan por medio de suelos infestados, el agua de

riego, implementos agricolas, etc.

Existen 87 especies de nematodos del nudo, de las cuales cinco abundan en suelos en que se
siembra aguaymanto (Fisher, et al., 2005). Los nemétodos tienen un amplio rango de
hospederos, por lo cual es dificil hacer rotaciones y asociaciones que disminuyan las
poblaciones.

4.3.1 Generalidades

Los neméatodos formadores de nddulos de la raiz se encuentran en todo el mundo, pero en
mayor abundancia y frecuencia en regiones de climas calidos y torridos y de inviernos cortos
y moderados. Atacan a mas de 2000 especies de plantas, incluyendo a la mayoria de plantas

cultivadas.

Los neméatodos son los organismos multicelulares mas abundantes presentes en los
agrosistemas donde pueden encontrarse a densidades superiores a 30 millones/m? (Andrés,
2009). Dentro de este grupo se encuentran los nematodos del nudo del género Meloidogyne
conocidos en inglés como "Root-knot nematodos", son un grupo importante de endoparasitos
obligados altamente especializados; con un extenso rango de hospedantes y que ademas
interactan con otros fitopatdgenos en complejos de enfermedades, hacen que sea el
fitoneméatodo de mayor impacto econdmico, generando grandes pérdidas en la produccion
principalmente en regiones con climas tropicales y sub-tropicales. Por ello estos organismos
son objeto de diversas investigaciones a nivel mundial, que incluyen estudios de taxonomia,

biologia, interacciones planta-neméatodo para tener enfoques nuevos para su control.
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En el Peru, se realizo un estudio donde se han reconocido 33 especies agrupados en 14 géneros,

siendo el Meloidogyne spp, el més difundido y el de mayor importancia econdémica en la costa

y la selva del pais. Este género esta presente en varios valles de la costa y es limitante en la

produccion de muchas especies de plantas como el algodon, cucurbitaceas, tomate, frijol,

pallar, hortalizas, papa, maiz, platanos, frutales entre otros (Farfan, 2011). En la figura 1 indica

los cultivos y lugares donde se identificaron neméatodos de la especie Meloidogyne spp.

Hypericum sp.

Solanum tuberosum

Capsicum annuum ( Piquillo)
Capsicum annuum ( Pimiento)
Capsicum annuum ( Pimiento)
Pisum sativum (Holantao)
Capsicum annuum ( Pimiento)
Capsicum annuum ( Pimiento)
Musa acuminata

Pisum sativum

Passiflora edulis

Capsicum annuum (Piquillo)
Capsicum baccatum
Curcubita maxima

Capsicum baccatum

Solanum tuberosum

Solanum tuberosum

Capsicum baccatum
Lycopersicum sculentum

Olea europea

Musa acuminata

Musa acuminata
Lycopersicum sculentum
Theobroma cacao

Capsicum annuum (Pimiento)
Dathus caryophillus

Vitis sp

Nicotiana tabacum

Vitis vinifera

Physalis peruviana

Ancash
Apurimac
Arequipa
Ica

Ica

Ica

Ica

Ica

Junin

La Libertad
La Libertad
Lambayeque
Lima

Lima

Lima

Lima

Lima

Lima

Lima
Tacna
Tumbes
Tumbes

La Libertad
Huanuco
Ancash
Ayacucho
Piura
Lambayeque
Lima
Cajamarca

Yungay
Chincheros
Caylloma

Ica

Ica

Ica

Ica

Ica
Chanchamayo
Santiago de Chuco
Virl
Lambayeque
Huaura

Lima
Barranca
Cafiete
Barranca
Cafiete

Lima

Tacna
Tumbes
Tumbes
Trujillo
Leoncio Prado
Casma
Huamanga
Piura
Lambayeque
Cafiete
Celendin

Yungay
Uranmarca
Majes

Villacuri
Arrabales
Arrabales

Los Aquijez
Pachacutec

San Luis de Shuaro
Santiago de Chuco
Vird

Olmos

Huacho

La Molina
Barranca

San Benito
Barranca
Imperial

Ate Vitarte
Inclan

Pampas Hospital
Corrales

Laredo
Rupa-Rupa
Casma

Tambillo

Piura
Lambayeque
Nuevo Imperial
Jose Galvez

Figura 1. Cultivos y lugares de colecta de muestras para la identificacion de especies de
Meloidogyne spp. En el Peru. Fuente: Vera (2014).
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4.3.2 Ubicacion taxonémica M. incognita

El género Meloidogyne se ubica dentro de la siguiente clasificacién taxondmica: (Canto-
Séaenz, 2010):

Phylum : Nemata
Clase . Secermentea

Orden . Tylenchyda
Suborden . Tylenchina

Superfamilia . Tylenchoidea

Familia . Heteroderidae
Subfamilia : Meloidogyninae
Género : Meloidogyne

Especie : Meloidogye incognita

4.3.3 Ciclo de vida de M. incognita

El ciclo de vida se inicia con la eclosion de los huevos y seguidamente la invasion de la raiz
por los estadios infectivos. Estos estadios son larvas de vida libre que habitan en los micelios
de agua presente en los suelos y que necesitan penetrar a la raiz para completar su ciclo

reproductivo.

Los nematodos generalmente se desarrollan de su estadio de huevo, luego pasan por cuatro
fases en el que finalmente se convierten en adultos machos o hembras. Los juveniles que
eclosionan del huevo son denominados juveniles estadio J2. En este estado este organismos

tiene varias adaptaciones fisioldgicas, bioquimicas (quiesciencia y la diapausa) y reservas de
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lipidos que permiten prolongar su viabilidad hasta que encuentre una planta hospedante
(Mohamed, et al., 2011).

La etapa infectiva empieza con la penetracion de los neméatodos juveniles de segundo estado
(J2), como se observa en la figura 2; una vez que han eclosionado se mueven a través del suelo

en busca de una raiz para alimentarse.

La busqueda de la raiz es al azar, segin algunos estudios indican que los nematodos son
atraidos por los exudados radiculares, acumulandose y penetrando la raiz por la zona de
elongacion debajo del punto de crecimiento. Ademas se considera el dioxido de carbono el
factor mas importante para atraer a los juveniles de segundo estado J2 (Hussey y Janssen,
2011).

J2s initiate feeding sites by

injection of esophageal gland Nematodes develop
secretions into root cells, o Into J3, J4 and adult
forming gkanl-oells ,;" stage. Galling occurs

as a response 10
k nematode parasitism

b -2 ,{
% S~
4/ > % Glant-cells
/ f' ‘?’ P 2
5 » \ ’ v K ‘zs x‘
A J2s enter roots = ‘ \
and migrate to the
area of cell elongation o\
—
/ Infective juvenile Eggs are exuded ? w
(J2) is attracted Into an egg mass r \L >
/ to growing roots on the outside AP ("t
of the female ,;”(’
First stage t> egg oﬁ_Egg L
mm':ml(f‘\m e T e ‘f}'} Masses Adult females produce
€99 | g% I >1000 eggs. Males are
7/ unnecessary in most
e species, but are some-
Heavily galled roots times encountered.
provide minimal resources
Courtesy V. Brewster for the rest of the plant Root knot nematodes disease cyde

Figura 2. Ciclo de vida del Meloidogyne spp (Verhaeven, 2014).

Para penetrar los nematodos juveniles J2 utilizan su estilete, enzimas celuloliticas y

pectoliticas permite degradar la pared celular de la raiz. Una vez en la raiz, los juveniles en

estadio J2 migran intercelularmente dentro del cilindro vascular, hacia el tejido cortical dentro
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de la zona de diferenciacion. En esta zona es donde los neméatodos se vuelven sésiles y
permanecen durante su desarrollo, hasta completar su reproduccion (Verhaeven, 2014). Las
células que conforman estas estructuras dejan de manifestar su patrén normal de crecimiento,
la maquinaria biosintética se pone al servicio del neméatodo. Los nematodos dentro de la raiz
inducen la hiperplasia, la cual consiste en células gigantes, esto da lugar al desarrollo de un
sitio de alimentacién, donde los nematodos toman el agua y los nutrientes de la planta huésped.
A la vez la infeccion induce la hipertréfia celular lo que da lugar a la formacién de agallas en

raiz.

Después de instalarse en un sitio, el neméatodo llega a su etapa adulta. Los machos se vuelven
filiformes y las hembras de forma piriforme. Después del apareamiento los machos salen de
la raiz; las hembras producen un saco lleno de cientos de huevos, y que se deposita en la
superficie de la vesicula de la raiz (Vera, 2014).

4.3.4 Manejo

a. Rotacion de cultivos

Las especies de Meloidogyne son parasitos obligados, especializados y tienen movilidad
limitada a distancias cortas, pudiéndose mover no mas de 50 cm desde el lugar que eclosiona.
Para el control de Meloidogyne spp, los cultivos susceptibles son rotados con cultivos inmunes
0 resistentes. Por ejemplo después de la cosecha de tomate en un campo infestado con una
poblacion alta de Meloidogyne spp. se recomendaria cultivar una especie resistente a este
nematodo como el mani, éste evita que el nematodo se reproduzca y el las larvas en el suelo
moriran 0 no seran infectivas. De haber disminuido adecuadamente la poblacion de estos
nematodos, podria desarrollarse un cultivo de tomate sin dafios severos. Sin embargo las
rotaciones tienen como desventaja que los cultivos alternos deben ser prolongadas (Sasser y

Taylor, 1983), generando disminucion de la produccion del cultivo de interés.
b. Control quimico de nematodos

Para los fitopatdgenos que tiene su habitat debajo del suelo es dificil el control quimico,

inclusive asi se aplique el nematicida en grandes y repetidas cantidades para que el tratamiento
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ocupe todo el volumen del suelo en el que se extienden las raices de las plantas infestadas
(Munif, et al., 2013).

El método mas usado para el control de nematodos es el quimico, siendo esta una tendencia
generalizada de muchos paises para disminuir los dafios ocasionados por nematodos, sin
embargo el uso de estos insecticidas-nematicidas altamente toxicos se ha visto limitado por el
alza constante de sus costos, depredacion indiscriminada de la microflora del suelo,
destruccion de enemigos naturales, rapido surgimiento de las poblaciones tratadas,
surgimiento de especies secundarias, asi como los peligros directo e indirectos para la salud
del hombre y el medio ambiente (Marquez, et al., 2003). Por ejemplo, el uso de insecticidas
carbamatos y organosfosforados tienen como modo de accion inhibir al funcionamiento de las
enzimas acetilcolinesterasa, bloqueando la transmision de impulsos nerviosos en las células
neuronales de los organismos en general (Devine, G. 2008). Ademas, el bromuro de metilo
(BrMe) es un biocida muy eficiente de nematodos, bacterias y hongos para desinfectar suelos
y sustratos para el crecimiento de plantas, tanto en campo como en invernadero. Sin embargo,
en la reunion de las Partes del Protocolo de Montreal de 1992, se reconocié al bromuro de
metilo como una de las sustancias responsables del deterioro de la capa de ozono (Ministerio
del Ambiente -Chile, 2013). Esto debe estimular la investigacion de alternativas de control de
nematodos (Nico, et al., 2004.; Kiewnick y Sikora, 2006).

c. Control biolégico

Segun Baker y Cook (1974) el control biolégico permite la reduccién de la intensidad o las
actividades productoras de enfermedades de un patégeno o parasito, en su estado activo de
resistencia o reposo, lograda de manera natural o a través de la manipulacion natural del

ambiente, del hospedador o de antagonistas naturales presentes en el mismo.

Por lo tanto para lograr el control biol6gico puede ser mediante: Exploracion en el propio
medio de control y manipulacion del ambiente para favorecer el desarrollo de los antagonistas
naturales. Actualmente se utiliza microorganismos naturales o modificados para reducir los
efectos de organismos indeseables, los cuales favorecen al mismo tiempo el desarrollo de los

organismos Utiles para el hombre, plantas y microorganismos beneficiosos.

18



Para el control de neméatodos utilizan hongos nemato6fagos y los agrupan en tres categorias

segin mecanismo de accion: hongos que atrapan nematodos, hongos parasitos y hongos

toxicos (Yang, et al., 2007). Por ejemplo, el Paecilomyces monacrosporium controla las masas

de huevos de nematodos y juveniles de Meloidogyne javanica, es capaz de capturar y matar

nematodos y a su vez reducir el nimero de nddulos infectivos en las raices de tomate. En la

tabla 2 se menciona los microorganismos mas usados para el control bioldgico en aguaymanto.

Tabla 2. Control biolégico de enfermedades en aguaymanto

Nombre comun
fitonematodo

Nombre cientifico
fitonematodo

Tratamiento Biologico

Mancha blanca de las

hojas Ramularia sp. Bacillus mycoides Pseudomonas sp

Mancha punteada de las

hojas Ascochyta sp. Bacillus subtilis
Alternaria solani

Mancha negra redonda | Alternaria Aureobasidium pullulans
alternata
Fusarium

Pudricion de la raiz OXysporum Trichoderma viride Trichoderma
Rhizoctonia solan hamatum
Phytium sp.

Pudricion del fruto

Botrytis cinerea

Rhizopus stolonifer

Bacillus subtilis

Trichoderma
longibranchiatum

Mancha del capuchoén

Alternaria sp.

Cladosporium sp.

Trichoderma lignorum

Nematodo de agalla

Meloidogyne
incognita

Paecilomyces
lilacinus

Pasteuria penetrans

Nematodo de la lesion

Tylencorrhinchus
sp.

Paecilomyces lilacinus

Fuente: Falconi (1999). Control biolégico de plagas, enfermedades, malezas y nematodos
fitopatogenos de cultivos en el Ecuador. Centro de Diagnostico y control bioldgico. Universidad
San Francisco de Quito. p 123.
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El uso de agentes biocontroladores mencionados en la tabla anterior son Utiles para la
disminucion de las poblaciones de nemétodos fitoparasitos, pero este tipo de manejo funciona
mejor con un organismo que aparte de biocontrolar, proteja a los hospedantes, proporcionen
condiciones favorables para un buen desarrollo fisiolégico de las plantas y generen con un alto
rendimiento del cultivo (Becerra et al., 2010). Como lo respalda las invesitgaciones las plantas
asociadas a hongos micorricicos y sobretodo aplicando endomicorrizas nativas establecen
simbiosis, generando una relacion mas intima y Unica en la planta; siendo ésta la ventaja
comparativa del uso de estos hongos endomicorricicos frente a hongos nemat6fagos
(Paecilomyces lilacinus o Pasteuria penetrans), ya que al inocular a las plantulas con hongos
micorricicos (Glomus intradices, G. mosseae 0 G. viscosum) no solo reducen el grado de
severidad radicular en las raices y reproduccion de los nematodos, sino que ademéas aumenta
el transporte de nutrientes mejorando el desarrollo del sistema radicular y promueve un mejor

desarrollo de las plantas que crecen en suelos con nematodos (Requena, 2013).

4.3.5 Habitos de alimentacion

El aguaymanto por ser una solanacea es un cultivo susceptible a uno de los problemas mas
serios en el Peru que es el nematodo del nédulo de la raiz Meloidogyne incognita. Por lo que
es de suma importancia desarrollar tecnologias biologicas que permitan el manejo en campo

de este problema.

Meloidogyne incognita es un nematodo cosmopolita que se caracteriza por desarrollar nédulos
en las raices y por sus habitos polifagos puede afectar hasta mas de 2000 especies de plantas
entre ellas gramineas, hortalizas, frutales y forestales; ocasionando considerables pérdidas en
la produccidn. Segun Eunice, et al., 2008 y Castillo (2002) el M. incognita parasita las raices
de aguaymanto y es capaz de formar asociaciones con otros hongos, bacterias y/o virus
patdgenos del suelo, ocasionando disminucion en el tamafio y nimero de frutos por planta, por

lo tanto pérdidas en la produccion.

4.4 Biodiversidad microbiana en el suelo

El suelo es fundamental e insustituible; del suelo depende la productividad vegetal de los
ecosistemas terrestres y mantiene los ciclos biogeoquimicos. El suelo es un sistema complejo
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y dindmico, no solo por la riqueza de los componentes de origen natural, sino por la gran
diversidad de los diferentes niveles de organizacién bioldgica, en los diferentes procesos, en

la complejidad de interacciones y el nimero de niveles troficos (Torsvik y Oreas, 2002).

La complejidad del sistema del suelo es determinado por los numerosos factores y diversas
interacciones fisicas, quimicas, los componentes bioldgicos, asi como los regulados por las

condiciones ambientales (Buscot, et al., 2005).

La diversidad puede ser también considerada por la cantidad y distribucion de informacion, el
cual directamente es aplicable para la diversidad genética total o complejidad en una

comunidad.

La poblacién que habita en el suelo incluye la macrofauna, mesofauna, microfauna y
microflora. Sin embargo, las reacciones mediadas por la microflora (microbios) estan a cargo
del 80-90%, siendo estas las que se encarguen principalmente de la funcionalidad del suelo y
de los procesos que hay en él; siendo las bacterias y hongos los mas versatiles que pueden

Ilegar a realizar todas las reacciones biologicas conocidas (Nannipieri, et al., 2003).

Para entender mejor las relaciones complejas entre la diversidad microbiana y la funcionalidad
del suelo se debe considerar, segin Nannipieri, la complejidad del suelo como todo un sistema
bioldgico (dificultad de medir la diversidad microbiana), las funciones especificas en el suelo

y considerar las relaciones entre la diversidad y funciones del suelo.

El suelo como es un complejo microhabitad con distintas propiedades. La poblacion
microbiana del suelo es muy diversa. Segun, Torskiv (1996) calcul6 el suelo puede albergar
hasta 10 billones de microorganismos con mas de 6000 diferentes especies de bacterias por
gramo de suelo. El suelo es un sistema discontinuo y heterogéneo, generalmente pobre en
nutrientes y fuentes de energia, comparado con la concentracion optima de nutrientes para

desarrollo microbiano in vitro.

La poblacién microbiana del suelo estd involucrada en el sistema de las interacciones
conocidas que afectan el estado de las plantas y la calidad del suelo. Estos estan involucrados
en actividades fundamentales que aseguran la estabilidad y la productividad del sistema

agricola y los ecosistemas naturales (Barea, et al., 2005).
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En particular, la variedad genética y las actividades funcionales de las poblaciones microbianas
tienen un impacto critico en las funciones del suelo, esto esta basado en el hecho que los
microorganismos son las fuerzas motrices de los procesos metabdlicos fundamentales donde
participan sus enzimas especificas. Muchas de las interacciones microbianas son reguladas por
sefiales moleculares especificas (Pace, 1997), las cuales son responsables de los procesos
ambientales claves, como el ciclo biogeogquimico de los nutrientes y materia, el mantenimiento

de la salud de las plantas y la calidad del suelo (Barea, et al., 2004).

La actividad microbiana en la rizésfera afecta los patrones radiculares y suministra los
nutrientes disponibles a las plantas, asi modificando la calidad y cuantificacion de los
exudados radiculares. Se puede reconocer dos tipos de interacciones en las rizosferas, estas
estan basadas en el material de la planta al morir (interaccion basado en el detritus), el cual
afecta el flujo de la energia y de los nutrientes; y la otra basada en las raices de las plantas

vivas.

Estos dos tipos de interacciones son importantes tanto para la agronomia y la ecologia
(Gryndler, 2000). Morgan (2005) cita a Hiltner, quien en 1904 fue el que introdujo por primera
vez el término rizdsfera, este derivaba de la palabra griega “rhiza”, que significaraiz, y " sphere”
significa el campo de influencia. El defini¢ la rizdsfera como la zona del suelo que estaba méas
adyacente de las raices de las legumbres; esta zona contiene los niveles mas altos de la
actividad bacteriana. Sin embargo, recientemente este término ha sido ampliado para incluir
el volumen del suelo influenciado por la raices de las plantas vivas; y el tejido de la raiz

colonizado por los microorganismos (Pinton, et al., 2001).

Actualmente, se considera que la rizosfera tiene tres componentes separados, pero en
interaccion. La rizésfera (suelo), el rizoplano y la raiz misma. La rizdsfera es la zona del suelo
cercana a las raices, donde estas liberan sus sustratos que afectan la actividad microbiana. El
rizoplano es la superficie radicular, a esta zona también se incluye las particulas del suelo que
se adhieren a la raiz. La raiz en si misma es una parte de la rizosfera, debido a que ciertos
microorganismos llamados enddéfitos colonizan el tejido radicular. La colonizacion radicular,
mientras la colonizacion en el volumen cercano adyacente del suelo se denomina colonizacion

rizosférica (Kloepper, et al., 1991).
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Este tipo de interaccion entre las bacterias y hongos y las raices de las plantas puede ser
beneficiosa, asi como es considerada la rizosfera, como una zona de amortiguamiento
microbioldgico en donde la microflora sirve de proteccién a la planta de la infeccion de
patdgenos (Krupa y Dommergue, 1981), existe también la interaccion neutral o perjudicial
para las plantas, esto se debe en algunos casos por el efecto particular de las condiciones del

suelo que favorece la propagacion de microorganismos patdgenos (Lynch, 1990).

4.4.1 Rizobacterias promotoras de crecimiento de las plantas (PGPR)

Kloepper y Schroth (1978) definieron como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria o
rizobacteria promotora del crecimiento vegetal) a aquellas bacterias, de vida libre o simbi6tica,
que resultan ser altamente eficientes en el incremento del crecimiento de las plantas y en su

tolerancia ante otros microorganismos patdgenos.

Afios después Kloepper (1993) delimito las caracteristicas de este grupo. En primer lugar debe
haber una alta densidad poblacional en la rizésfera. En segundo lugar, deben poseer capacidad
de colonizacion efectiva en la superficie de laraiz y, como consecuencia, influir positivamente
en el crecimiento de la planta. Por Gltimo, deben ser inocuas para el hombre, pero capaces de
controlar de manera natural y eficiente, a otros microorganismos del suelo que puedan

ocasionar dafios o enfermedades a las plantas.

Las PGPR pueden incrementar la germinacion, mejorar la colonizacion de raices, estimular el
crecimiento de las plantas, realizar actividades de control bioldgico, induccion de resistencia
a patodgenos, produccion de fitohormonas y mejoramiento en la asimilacion de agua y
nutrientes (Essaid, et al., 2000).

Glick (2007) propone dos tipos de mecanismos PGPR; los mecanismos indirectos, donde se
incluye la prevencion de la infeccién por parte de microorganismos fitopatdgenos,
permitiendo el buen desarrollo de las plantas y los mecanismos directos que incluyen la
produccion de fitohormonas, la produccidon de sideroforos, solubilizacion de fosfato y fijacion
biologica de nitrogeno. Ademas ocurre el efecto rizosférico durante la germinacion y
crecimiento de la plantula que interacciona con un rango de microorganismos presentes
alrededor del suelo. Mientras las semillas germinan y va creciendo la raiz a través del suelo;

se da la emision de material organico, esto provee a la plantula con la fuerza motriz para el
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desarrollo de la actividad microbiana en poblacion, tanto dentro de la zona que incluye la raiz

y suelo cercano.

En recientes investigaciones se estd demostrando la sinergia en el uso combinado de bacterias
promotoras de crecimiento y micorrizas arbusculares. Las bacterias promotoras de crecimiento
incrementan la colonizacion de las raices por hongos micorricicos, y estos incrementan el
namero de bacterias en la rizosfera. Estas bacterias cohabitan con los hongos micorricicos,
jugando un rol importante en la interaccion hongo-planta y promoviendo el crecimiento
(Fester, et al., 1999). Ademas, estas bacterias son capaces de promover la germinacion de
esporas micorricicas, aumentar el crecimiento del micelio y la produccién de esporas

micorricicas (Luiz, et al., 2007).

a. Bacillus

El género bacillus agrupa especies anaerobias facultativas u obligadas, catalasa positiva y
formadora de endosporas. Segun Garbeva, et al., 2003; el 95% de bacterias Gram positivas
del suelo sometidas a diferentes tipos de régimen de manejo fueron especies de Bacillus sp.;
B. mycoides, B. megaterium, B. thuringiensis y B. firmus. Las especies de Bacillus se han
reportado como promotoras de crecimiento en un nimero amplio de plantas (Kokalis-Burelle
et al 2002); ademas este género es muy efectivo en el control bioldgico de nematodos como
Meloidogyne, Heterodera y Rotylenchulus. (Gokta y Swarup, 1988; Kloepper, et al., 1992;
Siddiqui y Mahmood, 1999).

Chahal y Chahal (1993) y Zukerman, et al., 1993; demostraron que el B.thuringiensis suprime
la poblacion de M. Jamaica y M. incognita. Ismail y Fadel (1999), evaluaron tres aislamientos
de B.thuringiensis, ellos encontraron que existe una relacion positiva en la reduccién del
porcentaje de la poblacién de nematodos y la dosis bacteriana. También se determiné que la
movilidad del M. incognita, en estadio juvenil, cesé al agregarle las diluciones del Bacillus
spp. después de 24 horas.

En el 2005 Nagesh, et al. confirmaron la importancia del genero Bacillus; sus resultados
indican que el B.cereus reduce en 90% la eclosion de los huevos de nematodos, causando la
mortalidad de juveniles en 100%. Estos resultados coinciden con el de Mekete, et al., 20009,

que en sus ensayo in vivo con B. pumilis y B. mycoides reportd la reduccion del nimero de
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agallas y masas de huevos en 33 % y 99 % respectivamente en las raices infectadas por M.

incognita.

b. Pseudomonas

Pertenece a la familia Pseudomonadaceae, son bacilos gramnegativos, no esporulados y
moviles; encontrandose especies fluorescentes y no fluorescentes que pueden resultar
beneficiosas o patdgenas a plantas o animales. Dentro de los mecanismos beneficiosos para la
plantas se destacan el aumento de la toma de agua y nutrientes por la planta, la produccion de

fitohormonas, biocontrol de patdgenos (Fernandez, et al., 1998; Hernandez, et al., 1998).

Se ha demostrado el efecto antagonico como controlador biologico de nematodos en plantas
(Giannakou et al 2004) y su la capacidad PGPRs de Pseudomonas aeruginosa y otras, como
Pseudomonas spp (Siddiqui, et al., 2000). La produccién de compuestos en las Pseudomonas
como antibidticos, quelantes de hierro y de cianuro de hidrogeno estan implicados en la
reduccion de los dafios por parte de los patdgenos que se desarrollan en la rizésfera de la planta;

ademas crean un ambiente mas favorable para el desarrollo radicular (Siddiqui, 2006).

Pseudomona fluorescens es un fitoparasito de nematodos que reduce la formacién de ndédulos
cuando se inocula las plantas antes del ingreso del nematodo a la raiz (Hanna 1999); pero
Siddiqui y Shaukat (2002) notaron que Pseudomona fluorescens y Pseudomona aeruginosa

reducian la penetracion de juveniles de Meloidogyne javanica dentro de las raices de tomate.

c. Diazétrofos de vida libre

La fijacion bioldgica del nitrégeno es efectuada tanto por microorganismos simbiontes del
grupo de los rizobios, como por bacterias de vida libre. Las bacterias aerobias de vida libre
fijadoras de N> méas conocidas se encuentran formando parte de las familias
Azotobacteriaceae, Spirillaceae y Bacillaceae. Estas bacterias utilizan pocos compuestos
nitrogenados como: N2, amonio, nitrato, nitrito, urea y ocasionalmente alguna molécula con

nitrégeno organico (Alexander, 1994).

La aplicacién de los diazétrofos en los cultivos ha sido positiva, dando notables incrementos
en la produccion y en el rendimiento, principalmente en los cereales. Estos resultados no solo

se debe exclusivamente a la ganancia de N. por las plantas, ya que también estos
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microorganismos, en determinadas condiciones tiene la capacidad de solubilizar fosfatos y
sintetizar sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal, tales como vitaminas y hormonas
vegetales que intervienen directamente en el desarrollo de las plantas (De Troch, 1993;
Martinez, et al., 1997; Itzigsohn, et al., 2000).

d. Actinomicetos

Los actinomicetos constituyen un grupo de bacterias Gram positivas con alto contenido de GC
(guanina y citosina) y se caracterizan por su capacidad de formar filamentos ramificados. El
orden de los Actinomycetales comprende 63 géneros constituyendo, aproximadamente el 20-

60% de la poblacién microbiana del suelo (Ezziyyani, et al., 2004).

Esto microorganismos son principalmente aerobios, aungue algunos géneros son facultativos
0 anaerobios obligados. Representan un grupo diverso metabdlicamente pudiendo ser
autotréfico, heterotroficos, quimiotréficos o fototroficos (Kennedy, 1999).

Los actinomicetos son microorganismos muy ubicuos que se encuentran en la gran mayoria
de sustratos naturales. En el suelo se encuentran en casi todos los tipos y el tamarfio de la
comunidad depende del tipo del suelo, particularmente de algunas caracteristicas del suelo, el
contenido de la materia érganica y del pH del medio ambiente (Tate, 2000).

Ciertas actividades realizadas por los actinomicetos como PGPR, ademés dentro de sus
caracteristicas particulares presentan un olor tipico a suelo hiumedo por la produccién de un
metabolito llamado geosmina. Adicionalmente presentan una actividad metabdlica alta,
producen terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares con las que son capaces de degradar

la materia organica de origen vegetal y animal (Ezziyyani, et al., 2004).

Son llamados agentes de biocontrol por la capacidad de producir enzimas biodegradativas
como quitinasas, glucanasas, peroxidasas y otras, involucradas en el papel del micoparasitismo
que llevan a cabo estos microorganismos (Franco-Correa, 1999; Tokala, et al., 2002; Marquez,
et al., 2003). Asimismo, producen compuestos bioactivos con actividad antagonista contra
microorganismos patégenos, siendo los principales productores de antibidticos. También se
han reportado que las bacterias de este género muestran efectos antagdonicos contra nematodos
(Tain, et al., 2007).
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Los Streptomyces spp. son el mayor grupo dentro de los actinomicetos, éstos tienen una
actividad antagonista contra neméatodos parasiticos en plantas, debido a la produccion de
metabolitos nematicidas (Pornthip, et al., 2011). Faske y Starr (2006) demostraron que la
abamectin, exudados fermentado de Streptomyces avermitilitis; tenia una alto porcentaje

(97%) de actividad nematicida.

4.4.2 Hongos micorricicos

Las micorrizas son asociaciones simbidticas mutualistas entre ciertos hongos del suelo y la

mayoria de plantas existentes en la naturaleza.

El 80-90 % de las familias botanicas forman esta asociacion simbiotica (Smith y Read 1997).
La palabra micorrizas deriva de la palabra griega “Mycos”, que significa hongo y “rhiza”, que
significa raiz. Existen dos grupos de hongos formadores de micorrizas, las Ectomicorrizas que
predominan en asociaciones en arboles forestales, donde el hongo se desarrolla por fuera de
las células de la raiz; mientras las Endomicorrizas, que incluyen las Orchid, Ericoid y las
Micorrizas arbusculares (MA), gran parte de sus hifas se desarrollan dentro de las células de
las raices del hospedero, por ello son microoscopicos a diferencias de otras micorrizas. Los
hongos que forman micorrizas arbusculares (AM) pertenece al Phylum Monofilogenético
Glomeromycota (Shubler, et al., 2001), son probablemente la simbiosis terrestre mas
distribuida (Parniske, et al., 2008).

Los hongos micorricicos son organismos biotr6fos obligados para completar su ciclo de vida

para ello necesitan colonizar una planta hospedadora y establecer la simbiosis (Gonzélez
2005). Este tipo de asociacion ayuda a absorber nutrientes minerales del suelo a la planta
mientras a cambio la planta le cede al hongo carbohidratos derivados de la fotosintesis. Sin
embargo, el papel de las micorrizas no solo se limita a mejorar la nutricion mineral de las
plantas, sino que también contribuyen a la proteccion de las mismas frente a patogenos del
suelo y a una mayor tolerancia frente al estres abidtico (Van, et al., 2001; Azcon-Aguilar, et
al., 2002; Ruiz-Lozano, et al., 2003).
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4.4.3 Desarrollo de los hongos micorricicos

a. Fase Presimbidtica

Ocurre la germinacion de las esporas con la retraccion del ndcleo y citoplasma dentro de las
esporas de los hongos AM. Esta fase se caracteriza por las exploraciones de las hifas
germinadas, donde el desarrollo de estas depende de las sefiales derivadas de los exudados de
la raiz de la planta. En los Gltimos afios se esta estudiando las estrigolactonas (hormona
enddgena de la planta) inductor al estado pre-simbiotico, el cual se caracteriza por el
crecimiento, ramificacion y el incremento de la actividad fisioldégica mitocondriales de las
hifas hongo. Ademas la gradiente de concentracion de la estrigolactona indica la proximidad
de la hifa del hongoa la raiz de la planta (Besserer, et al., 2006). Por otro lado los hongos
presentan moléculas de sefializacion que inducen la activacion transcripcional de los genes

relativos a la simbiosis, a estos factores en conjunto se le denomina "Myc factores".
b. Fase de sefializacién molecular de hongos y receptores de plantas

En esta fase ocurre la identificacion molecular de la sefializacion molecular que induce las
respuestas especificas de la simbiosis dentro de la raiz del hospedero. Estas moléculas son
llamadas factores "Myc™ los cuales también estimulan el metabolismo y promueven la

propagacion de los hongos dentro de la raiz. (Parniske, et al., 2008).
c. Fase del aparato de penetracion

En esta etapa luego que las esporas germinan dependiendo de las condiciones ambientales
favorables de temperatura y humedad (Giovannetti, et al., 2002) y tras la emision del tubo
germinal el micelio del hongo crece hasta encontrar una raiz hospedadora, donde forma una
estructura en forma de apresorio que debe penetrar la epidermis para iniciar la colonizacion
del tejido parenquimatico de la raiz (Barea, et al., 2005); al penetrar las células de la corteza
van formando unas estructuras en forma de arboles pequefios dentro de las células radiculares

vegetales (Arbusculos) , en donde ocurre el transporte de nutrientes.

Por ello una evidencia del desarrollo de la simbiosis es la formacion de los arbusculos. Ademas
algunas especies de estos hongos forman otras estructuras en el interior de la raiz llamadas

vesiculas, que contienen sustancias de reservar (Franco-Correa 2008).
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En resumen, de acuerdo con la informacidn reciente revisada (Runjin, et al., 2011; Saddiqui,
et al., 2009; Hassan, et al., 2009; Miranda, et al., 2011; Parniske 2008; Xiurong, et al., 2011;

Cristdbal, et al., 2010) las endomicorrizas les proveen a la planta lo siguiente:

- Mejoran el enraizamiento de las plantas, aumentando la actividad en la produccién de

hormonas, vitaminas y otras sustancias fitoactivas.

- Incrementan el suministro de nutrientes a las plantas, efecto que proviene del
protagonismo de los hongos micorricicos en los ciclos biogeoquimicos de los

nutrientes en el sistema suelo-planta.

- Mejoran la estructura del suelo, como consecuencia de la contribucion de las

micorrizas en la formacion de agregados estables en el suelo.

- Protegen a la planta frente a patdgenos, ya que induce la respuesta especifica de
defensa, incrementando la resistencia a patégenos y contribuyendo a los procesos de
control biol6égico de patdgenos. Los hongos micorricicos producen metabolitos
secundarios con actividad nematostatica, asu vez estos hongos colonizan las raices
ocupando los sitios de entrada protegiendo asi a la planta ante la infestacion de

nematodos.

- Incrementan la tolerancia a la salinidad, sequias, estados de deficiencia en nutrientes,

exceso de metales pesados, degradacion del suelo, entre otros.

Existen varios mecanismos ligados a la colonizacion de las raices por hongos MA que estan
implicados en el control de sintomas ligados a enfermedades y en el control de la proliferacion
intraradical de fitopatdgenos del suelo. La micorrizosfera (zona de suelo con caracteristicas
especiales de vida a la influencia de la asociacion hongos/planta) es un entorno propicio para

el desarrollo de microorganismos antagonicos a la proliferacion de patdgenos.

Existen investigaciones que indican que la interaccién combinada entre hongos micorricicos
y bacterias que pueden aumentar el crecimiento de la planta e incrementan el area superficialde

la raiz, favoreciendo de esta manera el acceso a nutrientes de la planta hospedera de estos
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hongos. La zona donde solo es afectado por hongos AM es Ilamada micorrizosfera (Praveen,
etal., 2012).
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Figura 3. (A) Arbusculos de las micorrizas dentro de las células de la raiz, donde ocurre
el intercambio de nutrientes. (B) Los beneficios de la simbiosis son el intercambio
reciproco de nutrientesy la proteccion contra el estres abiotico y bidtico del suelo.

Esta simbiosis es un gran componente de la biomasa microbiana del suelo, estos forman redes
extensivas de micelios dentro de la matriz e hifas constituyendo sitios importantes para las
interacciones con otros microorganismos nativos (propios) del suelo. La red extraradical de
los hongos micorricicos, como se observa en la figura 3; estaria involucrada fuertemente en la

estimulacion benéfica a los microorganismos (Lioussanne 2010).

La capacidad del MA del hongo para controlar los sintomas de la enfermedad y la proliferacién
intraradical y rizosférica de patdgenos del suelo es compleja y podria estar influenciado por
varios mecanismos actuando en sinergia uno con otros. Entre estos mecanismos, la capacidad
de los hongos micorricicos de la red extraradical podria estimular en su crecimiento

benéficamente a los micoorganismos (Lioussanne 2010).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de ejecucion

Invernadero del Departamento de Fitopatologia- UNALM
Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia Marino Tabusso- UNALM.
Laboratorio de Nematologia- CINAC-UNALM.

5.2 Materiales

5.2.1 Materiales biolégicos

a. Material Vegetal

Semillas de Physalis peruviana obtenidas de la empresa Ecoandino S.A.C.

b. Cepas Bacterianas

Las cepas de Bacillus (Bac 15Mb) y la cepa diazotrofa de vida libre (Azo 16M2) provienen de
aislamiento de la rizdésfera de papa, la cepa de Pseudomona (Ps 42) y actinomicetos (Act 12)
fueron aisladas de la rizdsfera de maca y también se utilizaron cepas aisladas de rizsfera de
aguaymanto como el Bacillus (BA14), una cepa de diazétrofo (DA30), una cepa de
Pseudomona (PA22) y una cepa de actinomicetos (Aa 25). Estas cepas PGPRs forman parte

del banco del laboratorio Marino Tabusso.

c. Hongos micorricicos

Se obtuvo esporas de endomicorrizas del cultivo de aguaymanto de la UNALM. Se tomaron
3 muestras de la rizosfera del suelo de cada planta, a una profundidad aproximada de 15

centimetros.
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Luego que se propagaron estos hongos en las plantas trampas de trébol durante dos meses, y
se utilizo el sustrato como inéculo de endomicorrizas para el ensayo en invernadero en

aguaymanto.

d. Nemétodo

Los nematodos de la especie M. incognita se extrajeron de las plantas huéspedes de tomate del

laboratorio de nematologia de la UNALM.

5.2.2 Medios de cultivo, materiales y equipos de laboratorio
a. Medios de Cultivo

Medio de Plate Count, para realizar el recuento de los indculos bacterianos. (APHA,
1998).
- Agar almidén-Caseina, para el crecimiento de los Actinos (APHA AWWA WPCF-1998).
- Agar Glucosa Triptona.
- Agar Nutritivo.
- Agar.

b. Soluciones y reactivos

BufferpH4y 7.
Solucion salina al 0.85%.
Solucion de NaOH 0.1M.
Solucion de HCI 0.1 M.
Reactivo de Salkowski.

- Alcochol al 70%
Cloramina T al 0.2%.
Cefalexina.

Twen 80.

- Azul de bromofenol.
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Glicerol.

Materiales y equipos

Macetas de arcilla de 4 Kg de capacidad.
Regadera.
Suelo esterilizado.
Hipoclorito de sodio al 5%.
Marcadores.
Bandejas.
Bolsas plasticas y de papel.
Pipetas.
Pabilo.
Etiquetas.
Beakers de 1000 ml.
Estereomicroscopio.
Estufa
Bandejas
Bomba de aire tipo pecera.
Placas de contaje.
Picetas.
Hipoclorito al 0.5y 1 %.
Colorante Fucsina de lactofenol.
Colorante Azul de tripan.
Papel filtro rapido.
Botellas de vidrio de 250 ml.

- Azlcar.
Tubos de centrifuga de 100 ml.

- Acido clorhidrico 10 %.
Hidrdxido de potasio 10%.
Placas petri 90 mm.

- Agitador mecanico orbital (MRC).
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- Autoclave horizontal (Barnstead).
Baguetas.

Balanza analitica (Sartorius).

- Tamices de 500 pm, 300 pm, 275 pum, 125um, 45 um y 38 pm.
Camara fotografica digital (Sony CyberShot).
Estereoscopio Leica.
Espectrofotdmetro (Genesys 6 — Thermo Electron Corp).
Estufa eléctrica de 28°C.
Horno de secado.
Horno microondas (Sharp).
Matraces Erlenmeyer de 500 ml.
Fiolas de 100 ml, 250 ml y 500 ml.
Mechero de Bunsen.
Microscopio compuesto de 400X
Pipetas graduadas de 1 ml, 5 ml y 10 ml.
Pinzas de metal.
Probetas de 50 ml, 1700ml y 1000 ml.
Refrigeradora (Bosch).

- Vasos de pléastico 4 onz.

- Vortex (Gemmy UM-300).

5.3 Métodos

5.3.1 Estudio con hongos endomicorricicos
a. Porcentaje de colonizacion de endomicorrizas en raices

Para determinar el establecimiento de la simbiosis y su capacidad infectiva de las
endomicorrizas, se realizé la tincion de raices segun la técnica modificada de Phillips y
Hayman, 1970.
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Para ello se lavaron las raices y se cortaron en pedazos de 1cm de largo aproximadamente y
se colocaron en los tubos de ensayo, despues se agregé KOH al 10% hasta que cubriendo las
raices dentro del tubo. Seguidamente se colocé en bafio Maria a una temperatura de 65°C por
una hora media. Transcurrido este tiempo se elimina la solucion basica y se enjuaga con agua

destilada repetidas veces hasta que se elimind la coloracion amarillenta.

Luego, se afiade una solucion de HCI al 10% durante 20 minutos a temperatura ambiental, en
esta etapa no se debe enjuagar las raices, solo se decanté el acido y, posteriormente se afiadid
azul de tripan al 0.05 %, dejandolo por 15 minutos en bafio Mariaa 65°C. Finalizado el tiempo
de tincidn se agregd las raices en lactoglicerol 1:1 retirandose el exceso de colorante. Se dejo
reposar por 7 dias. Esta metodologia sirvié para determinar el % de infeccién en raices de

aguaymanto y trébol.

Observacion microscopica

Una vez tefiidas las raices, se dispersaron al azar en un diametro de placa Petri de 9 cm, esta
placa tuvo cuadriculas de 1 cm como se observa en la figura 4. Luego se montan las raices y
se agregaron gotas de lactoglicerol para la decolorar un poco y asu ves para conservar las raices

tefiidas.

Las observaciones y conteos se realizaron con un lente objetivo de 4x del estereoscopio
(LEICA DMT750) y se contaron los campos colonizados. Para determinar el porcentaje de
colonizacién de los hongos endomicorricicos, se debe considerar como campo positivo las
estructuras tipicas de estos hongos, las cuales estan formada por hifas, vesiculas y arbusculos
(Brundrett, et al., 1996).

Para las una mejor observacion de éstas las formaciones caracteristicas de las endomicorrizas,
se colocaron las raices en porta objetos colocandolos en un microscopio compuesto con a un

lente objetivo de 10X y en algunos casos 40X para mejor observacion de las estructuras.
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Figura 4. Diagrama de dispersion al azar de las raices tefiidas. (Brundrett et al. 1995).

Célculo del porcentaje de colonizacion

Como se observa en la figura 5 se contabilizé el total de segmentos de las raices que
interseccionaron con las lineas de las cuadriculas (NTSO) en la placa Petri; luego se contaron
los segmentos colonizados con micorrizas en cada interseccion con las lineas horizontales y
verticales de las cuadriculas. Despues se sumaron todos estos segmentos colonizados (NSC).
Por ultimo, se dividio la suma total de segmentos colonizados intersectados con las cuadriculas

sobre la suma total de todas las intersecciones de la raiz con las cuadriculas de la placa Petri.
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Figura 5. Método de la cuadricula para determinar el porcentaje de colonizacion
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Se calculd el porcentaje de colonizacion micorricica (% CM) usando la siguiente formula:

%colonizacion micorricica= % CM = NSC/NTSO x 100
Donde:
NSC = Numero de segmentos colonizados

NTSO = Numero total de segmentos observados

Analisis estadistico del porcentaje del porcentaje Raiz Colonizada

Los datos del % colonizacion fueron analizados con el software estadistico STATGRAPHICS
centurion, para ello se agruparon teniendo en cuenta el tipo de indculo usado en la
investigacion. Estos datos fueron sometidos a un analisis de varianza de clasificacion simple
(ANOVA), siendo los tratamientos con diferencias significativas comparadas segun la prueba

de Duncan.
b. Extraccion de esporas de hongos endomicorricicos

Para la extraccion y coleccion de esporas micorricicas, a partir de las muestras de suelo, se
utilizé el método del tamizado y centrifugacion. Se pesaron 100 g de suelo dentro de botellas
de 750 ml, a los cuales se agregaron 500 ml de agua. Luego se agito las botellas vigorosamente
para dejarlos en reposo por 3 minutos .Una vez que las estaban en suspension se tamizaron a
través de un conjunto de tamices de 275 um, 125 um y 45 um. Se recolectaron las esporas de
los dos ultimos tamices como en la figura 6. Después se realiz6 una purificacion para separar
las esporas de las particulas organicas mediante una centrifugacién de 2 000 rpm con solucion
de sacarosa al 50% durante un minuto, se filtrd el sobrenadante en papel filtro, el cual permitio
retener las esporas. Por Gltimo, con ayuda de un pincel y pinza fina se recolectaron las esporas.
(Sieverding, 1983; Brundrett, et al., 1996; Tommerup 1988).
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Figura 6. Separacion de las esporas de hongos del suelo mediante centrifugacion hUmeda
y 50 % de sacarosa. (Brundrett, et al., 1995).

c. Desinfeccion de esporas micorricicas

Las esporas aisladas de la rizésfera de aguaymanto se esterilizaron mediante la técnica
modificada de Utobo (2011). Este método consiste en sumergir por 10 minutos las esporas
aisladas en una solucion de 0.02% de estreptomicina y 2% de cloramina T. Por ultimo las

esporas desinfectadas se guardaron en solucion Ringer a 4°C.

d. Propagacion de esporas de hongos endomicorricicos en plantas trampas de trébol

Para ello se tomaron muestras de suelo de rizdsfera en campos de aguaymanto cultivados en
la Universidad Nacional Agraria La Molina. Luego se aislaron y caracterizacion las esporas
de hongos micorricicos nativos usandose los métodos explicados anteriormente. Para la
propagacion se utilizaron plantas trampas de trébol (Trifolium sp.) a las cuales se le realizaron
ensayos para determinar el mejor tratamiento para que la planta logre el mayor porcentaje de
colonizacion radicular por hongos micorricicos (%CM).
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Se tuvieron 5 tratamientos: Macetas con plantulas de trébol sin esporas, regadas con solucion
nutritiva (CONTROL N+); Macetas con plantulas de trébol a las que se inoculé con 300
esporas nativas extraidas del cultivo aguaymanto, regadas con solucion Long Ashton (MDA);
macetas con plantulas de trébol a las que se inoculé con 300 esporas nativas extraidas del
cultivo aguaymanto, regadas con solucién nutritiva (MDN); Macetas con plantulas de trébol
las que se inocul6 con 300 esporas nativas extraidas del cultivo aguaymanto sin desinfectar
regadas con solucion Long Ashton (MSA) y macetas con plantulas de trébol a las que se
inocul6 con 300 esporas nativas extraidas del cultivo aguaymanto, sin desinfectar y regadas

con solucion nutritiva (MSN).

Luego del éste ensayo se seleccion6 el mejor tratamiento para la propagacion de esporas
endomicorricicas en plantas trampa de trébol, las cuales se mantuvieron in vitro durante dos

meses obtuviendo como resultado una mayor produccién del inéculo del hongo.

e. Inoculacién con hongos endomicorricicos a las plantas de aguaymanto a nivel de

invernadero

Se utilizé una almaciguera estéril colocando como sustrato 20 % de suelo estéril, 20% de arena
esteril, 20 % de compost estéril y se mezclo en condiciones asépticas con el 40% del suelo con
esporas endomicorricicas de las plantas trampa de trébol. Se desinfectaron las semillas de
aguaymanto segun CIAT, 1986. Con ayuda de una pinza se colocaron 4 semillas equidistantes
a una profundidad de 0.5 cm en cada recipiente. Se dejaron crecer las plantulas de aguaymanto

hasta una altura de 7 cm a nivel in vitro.

5.3.2 Estudio de bacterias promotoras de crecimiento (PGPRS)
a. Preparacion del indculo bacteriano

Se reactivaron las cepas como Ps42 emparentada con Pseudomonas reinekei MT1T y
Pseudomonas vancouverensis DhA-51T, Act 12 (Streptomyces sp.), Azo16M2 (Rahnella sp.),
Bac15Mb (Bacillus sp.); y otras cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de aguaymanto (Bac
14, DA30, PA22 y Aa25).
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Para la reactivacion se utilizaron placas Petri con agar nutritivo (Urrea, 2011) y luego se
incubaron a 28°C por 24 horas las cepas pertenecientes al género Bacillus, Pseudomonas y

diazétrofos; y los actinomicetos hasta por cinco dias hasta el desarrollo 6ptimo de las colonias.

b .Efecto de la germinacion en semillas de aguaymanto inoculadas con PGPRs

Para el ensayo de germinacion se desinfectaron las semillas de aguaymanto con alcohol al
70%, seguidamente se enjuagaron las semillas seis veces con abundante agua estéril,
posteriormente se incorpord lejia al 3% por espacio de 3 minutos, finalmente se enjuagé con
agua esteéril (CIAT, 1986).

Se sembraron las cepas en los medios de cultivo seleccionados y se incubaron a 28°C hasta
que alcance una densidad de 108 UFC/m. Posteriormente, se embebieron las semillas estériles
con las suspensiones microbianas por un periodo de 30 minutos (Ogata y ZUfiga, 2008).
Finalmente, las semillas inoculadas se colocaron en placas petri con papel toalla himeda, bajo
oscuridad a 20 + 2 °C durante 10 dias, los resultados se presentan en porcentaje de
germinacion. Por ultimo se evaluaron las cepas de microorganismo que tienen influencia sobre

la germinacion in vitro.
c. Efecto en la emergencia de plantulas inoculadas de aguaymanto

Se inocularon semillas de aguaymanto, con una suspension densa de 108 UCF/ml durante un
periodo de 30 minutos. Se utiliz6 como sustrato arena estéril. Se dispenso la arena en vasos de
plastico estériles y se colocaron 5 semillas inoculadas a una profundidad de 0.5 cm.
Seguidamente se agregaron 20 ml agua estéril para humedecer el sustrato. El disefio utilizado
fue completamente al azar (DCA) con 9 tratamientos; 8 cepas (Bac 15Mb, Bac 14, Azo16M2,
DA30, Ps42, PA22, Act 12, Aa25 y un control sin inocular; con 5 repeticiones). Se

mantuvieron a 24 °C con 10 horas de luz y 14 de oscuridad. Se evalud la altura de las plantulas.

5.3.3 Estudio con Meloidogyne incognita

a. Extraccién de huevos de M. incognita

Se utilizaron tomates cuyas raices infestadas con este nemétodo, provinieron del invernadero del
Laboratorio de Nematologia. La extraccion de huevos del nematodo de las raices se empleo el
método del hipoclorito de sodio, propuesto por Hussey y Barker (1973).
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Para ello se lavaron una por una las raices de cada planta de tomate en un recipiente con agua,
teniendo cuidado de no perder las masas de huevos adheridos a ellas. Luego se cortaron las
raices en pequefios pedazos menores de %2 cm, los cuales fueron colocados en botellas de vidrio
con tapa conteniendo en suspension hipoclorito de sodio al 0.5%.

Las botellas herméticamente cerradas se agitaron vigorosamente por tres minutos con el
objetivo de disolver las masas de huevos, luego, el contenido fue vertido a través de dos
tamices unidos uno sobre otro. El tamiz de 150 wm se separ0 los restos gruesos de raices y el
tamiz de 38 um, sirvio para recuperar los huevos de M. incognita con la ayuda de una piceta
con abundante agua para remover el exceso de hipoclorito de sodio y reducir los posibles dafios
a los huevos. Finalmente los huevos de estos neméatodos fueron colectados del tamiz de 38 pm
en un beaker hasta completar 100 ml de agua para luego determinar la concentracion de la
suspension. Por altimo se realiz6 un contaje del nimero de huevos por mililitro de suspension,

para ello se utilizd un estereoscopio.
b. Obtencion de estadios juveniles de Meloidogyne incognita

Se us6 el método de bandeja, para lo cual se extrajo el suelo de cada maceta y se colocaron
sobre una bandeja de plastico, la cual estaba con malla y cubierta con papel toalla. Sobre esta
bandeja se colocd 25 cc de suelo y se adiciond agua hasta hacer contacto con el suelo. Pasadas
las 48 horas, se recogié la muestra con ayuda de una piceta y se pasé a una placa para su
contaje (Canto, 1985).

c. Inoculacién

Se realizé dos hoyos alrededor del cuello del tallo de la planta y con ayuda de una pipeta se
inocul6 una alicuota con huevos del nematodo de M.incognita en suspensién a todos los

tratamientos indicados.
d. Efecto nematicida de bacterias PGPRs

El in6culo se obtuvo por el método de Hussey y Baker (1973), descrito anteriormente. Se
transfirié 100 huevos de M.incognita sobre las placas Petri. Una vez que no emergi6 ningdn
juvenil se suspendieron los huevos restantes en agua. Luego se agregd 1 ml. de inoculo
bacteriano (108 UFC/ml). Para ello se utilizo las cepas: Bac 15Mb, BA 14, Azo 16M2, DA30,
Ps 42, PA22, Act12 y Aa 25. Se evalu6 cada 24 horas durante 3 dias. Se evalud el nimero de
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juveniles emergidos de cada tratamiento hasta los tres dias de exposicion con las cepas
mencionadas, finalmente se contabiliz6 el nimero de nematodos Yy los resultados se evaluaron

en porcentaje de nematodos emergidos en estadio juvenil J2.

e. Infeccion de planta de aguaymanto con nematodos para determinar el GSR a nivel de

invernadero

Se utliliz6 un in6culo de huevos del nematodo M. incognita en suspension con agua destilada,
se procedio a inocular las plantas para cada uno de los tratamientos con nematodos, a los 20
dias de haber realizado el trasplante. Las poblaciones del nematodo inoculadas para el ensayo
en invernadero para determinar el grado de severidad radicular fueron de 1000, 3000, 5000,
10000 y 20000 huevos de M. incognita por cada kg de sustrato. Para uniformizar la suspension
de huevos se utilizé una bomba pequefia de pecera y con una pipeta milimetrada se colocaron
los huevos en cada cuello de planta en cada unidad experimental. Inmediatamente después se

tapo con el mismo sustrato para evitar la desecacion de los huevos depositados.
f. Inoculacion, Mantenimiento y cuidados del ensayo en Invernadero

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron plantulas de aguaymanto micorrizadas con 7
cm de altura, se transplantaron en suelo estéril 2:1 (suelo: arena) en invernadero. Luego de
una semana de adaptacion a cada plantula y deacuerdo al disefio del ensayo se inocularon con
un ml de suspension densa de 108 UCF/ml en cada cuello de plantula. En la segunda semana
de realizarse el trasplante con ayuda de una pipeta se tomaron alicuotas de huevos en
suspension. Se aplicaron en dos hoyos circulares alrededor de la planta, posteriormente se

taparon estos hoyos con el suelo esterilizado.

Las plantas fueron regadas y cuidadas todos los dias durante 120 dias. No se aplicaron ningln
tipo de fertilizante ni insecticidas durante la conduccion del experimento debido a que las
plantas se desarrollaron sin presencia de plagas y enfermedades. Los riegos fueron ligeros y
frecuentes, manteniéndose una humedad adecuada para el crecimiento normal de las plantas y

del nemétodo en el invernadero.
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5.3.4 Evaluacidn de los ensayos a nivel de invernadero

El ensayo se evalu6 a los 120 dias del trasplante de las plantulas, hasta ese momento las plantas
de aguaymanto tenian botones, flores y frutos. Para ello se removieron de las macetas todas
las plantas de aguaymanto y se procedi¢ a la toma de datos, asi como, procesamiento y analisis

correspondientes en los laboratorios. Se evaluaron los siguientes pardmetros:

a. Pardmetros de crecimiento de la planta

Altura de la planta (cm)
Se midio la altura de la planta en centimetros con ayuda de una cinta métrica desde el cuello

de la planta hasta el ultimo entrenudo.

Peso fresco de la parte aérea (gramos)
Se cortd la planta a la altura del cuello (suelo) e inmediatamente se pesé toda la parte aérea. El
peso de las muestras se expreso en gramos.

Peso fresco de raices (gramos)

Las raices se separaron del suelo y se lavaron cuidadosamente para eliminar los restos de
tierra y evitar la pérdida de masas de huevos. Posteriormente se pesaron, expresando dicho

valor en gramos.

Peso seco de parte aérea (gramos)

Se colocd la parte aérea en sobre de papel, llevandolos a estufa durante 10 dias a 80°C.
Peso seco de parte radicular (gramos)

Las raices fueron lavadas para eliminar los residuos del suelo y secadas con papel toalla. Luego

se colocaron sobre bases de placa Petri, llevandolo a la estufa a 80°C por 8 dias.
Evaluacion de los frutos

Se extrajeron los frutos de cada planta, luego se procedi6 a pesar y se midio el diametro en

centimetro con un Vernier.
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b. Parametro de respuesta del hospedante frente al neméatodo

Grado de nodulacion

Las raices fueron evaluadas de acuerdo a la escala de nodulacion del Proyecto Internacional
de Meliodogyne (PIM) (Brigde 1980) que se toma en consideracion el nivel de nodulacion.

Escala de Evaluacion (PIM)

Grado 0: Ausencia de nddulos y/o masas de huevos.
Grado 1: 1-2 n6dulos o masas de huevos.

Grado 2: 3 a 10 nddulos 0 masas de huevos.

Grado 3: 11 a 30 nodulos 0 masas de huevos.
Grado 4: 31 a 100 nédulos o masas de huevos.

Grado 5: Mas de 100 nédulos o masas de huevos.

Poblacion de huevos y de Meloidogyne en su segundo estadio J2

Transcurridos 120 dias después del trasplante se procesaron las raices por el método de Hussey
y Baker. Se cont6 el nimero de huevos y del neméatodo en su segundo estadio J2 en un mililitro
de suspension y luego se calcul6 el nimero final de huevos en la suspension juveniles presentes

en la raiz.

5.3.5 Disefio experimental

En la fase de laboratorio (con 4 repeticiones por tratamiento) y fase de invernadero (con 5
repeticiones por tratamiento) fue conducido mediante un ensayo de Disefio Completamente al
Azar (D.C.A.). Para comparar los tratamientos de estos ensayos se uso la Prueba de Duncan

con un nivel de significancia de 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto de la inoculacién con PGPRs en la germinacion de las semillas de
aguaymanto

Se observo que todas las cepas seleccionadas aumentaron el porcentaje de germinacion
respecto al control, pero las cepas Aa25, BAC15Mb y DA30 tuvieron los valores
estadisticamente significativos mas altos en la promocién de la germinacién en comparacién
al control sin inocular (Fig. 7). Estas cepas bacterianas tienen en comun que fueron aisladas
de rizésfera de aguaymanto. Durante este ensayo in vitro se pudo observar que las semillas
germinadas de los tratamientos inoculados con PGPRs mostraron pelos radiculares a

diferencia de las semillas del control (Fig. 8).
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Figura 7. Desviaciones estandar y diferencias entre tratamientos a los 7 despues de la
siembra.
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Figura 8. Germinacion de semillas de aguaymanto in vitro. En (A) Tratamiento control,
la semilla no muestra pelos radiculares a diferencia de las semillas inoculadas con
Actinomicetos (Aa25) como se observa en (B). Germinacion de semillas de aguaymanto
in vitro.

6.2 Efecto de la inoculacién en la emergencia de plantulas de aguaymanto

Se observo que todas las cepas seleccionadas mostraron diferencias estadisticamente respecto
al control en la emergencia a los 8 dias después de la siembra (8 dds), pero las cepas Aa25,
DA30 y Act 12 tuvieron los valores mas altos y son significativamente diferentes en

comparacion al control sin inocular (Tabla.3).

Figura 9. Emergencia de semillas de aguyamanto en potes. (A)Control
comparado con Aa25 (B) Control comparado con DA30 y (C) Comparado con
Actl2.
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En cuanto a la altura alcanzada a los 8 dias después de la siembra las cepas BAC14 y DA30

mostraron una mayor longitud respecto al control sin inocular (Fig.10).

Tabla 3. Evaluacion in vitro del porcentaje de emergencia 8 dias déspues de la siembra
(8dds).

_ % Emergencia
tratamientos

8 dds
Control 48 a
BAC15Mb 68 abc
BAC14 72 bc
AZO16M2 72 bc
DA30 84 c
Ps42 68 abc
PA22 60 ab
Act 12 80 bc
Aa 25 88 c

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de
Rangos Mudltiples de PSD (P=0.05).
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Figura 10. Efecto de la inoculacién con cepas PGPRs en altura en plantulas de
aguaymanto después de ocho dias de siembra.

6.3 Propagacion y prueba de infeccion de hongos micorricicos en planta de trébol

Luego de la la extraccién y coleccidn de esporas micorricicas se propago en plantas trampa de
trébol, para ello se desinfecto las esporas de aguaymanto segun la metodologia descrita (Utobo,
et al., 2011). Se comprobo la eficiencia de la desinfeccion de las esporas en placas con agar
OGY (medio para recuento de hongos y levaduras) y Plate count (medio recuento de aerobios
mesofilos). Como resultado las esporas desinfectadas no evidenciaron crecimiento de hongos,
levaduras ni bacterias aerdbias mesofilas a diferencia de las esporas sin desinfectar tal como

se muestra en la tabla N°4.
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Tabla 4. Numero de colonias de colonias de hongos y mesdfilos respectivamente en la
estandarizacion de protocolo de desinfeccion

OGY (N°UFC/200 PC(N°UFC/200
esporas) esporas)
ESPORAS NO DESINFECTADAS 160 176
ESPORAS DESINFECTADAS 0 0

Ademas las esporas no desinfectadas mostraron un halo de microorganismos que evitaban la
germinacion de la hifa de la espora sin desinfeccion, e incluso algunas esporas con el paso de

los dias cambiaron de color. Las esporas desinfectadas pudieron germinar como se observa en
la figura 11.

/

4

Espora desinfectada Espora sin desinfectar

Figura 11. (A) Placa con agar Nutritivo con esporas desinfectadas segun la
metodologia de Utubo. Se puede observar que las esporas pueden germinar.
(B) Esporas sin desinfectar. Crecimiento de un halo alrededor de la espora,
impidiendo la germinacion.

49



A partir de este ensayo se puede inferir que la desinfeccion superficial de las esporas de hongos
micorricicos son un requisito de suma importancia para el exitoso establecimiento de la

simbiosis bajo condiciones in vitro (Pérez, et al 2011).

Luego se realizaron ensayos para determinar la 6ptima propagacién de las esporas en planta
trampa de trébol. Este ensayo fue realizado durante 9 semanas bajo condiciones in vitro. En
total fueron 5 tratamientos con 10 repeticiones cada uno, como se describi6 en la metodologia.
Las raices de las plantulas de trébol fueron evaluadas mediante campos colonizados
(Sieverding 1983).

El ensayo con mejores resultados la propagacion de las plantulas de trébol inoculadas con
esporas desinfectas y regadas con solucion Long Ashton (MDA), regandose de forma
interdiaria con 10 ml de solucién Long Ashton (LA). Como lo recomiendan varios autores, ya
que esta solucion es baja en niveles de fosfato (15 ppm P/L) incentivando la micorrizacién
(Balzergue, et al., 2010; Lopez, et al., 2010; Davies, et al., 2005 y Staley, et al., 1992).

En este tratamiento (MDA) se observo una infeccion casi del 75 % siendo significativamente
mayor al tratamiento que se indculo con esporas sin desinfectar y regadas con solucion
nutritiva (Fig. 12) con respecto a los parametros de desarrollo como la longitud radicular (LR)
y peso fresco radicular (PFR), este tratamiento (MDA) también tuvo mejor resultados
significativos con respecto al control (CONTROL N+) y al tratamiento inoculado con esporas

sin desinfectar y regado con solucion nutritiva (MSN) (Tabla 5).
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Tabla 5. Colonizacién radicular por hongos micorricicos (%6CM), Longitud radicular
(LR) y peso fresco radicular (PFR) de plantulas de trébol evaluadas.

LR PFR
TRATAMIENTOS %CM
(cm) (@)
CONTROL N+ - 9.99a 0.018a
MSN 45.78 a 10.14a 0.019a
MSA 67.6 b 10.96 ab 0.032 b
MDN 69.6 b 11.75 bc 0.033b
MDA 7456 c 1211 ¢ 0.036 b

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de
Rangos Multiples de Duncan (P=0.05).

COLONIZACION RADICULAR POR MICORRIZAS

MDA MDN MSA MSN
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Figura 12. Efecto del porcentaje de la colonizacion micorricica en plantulas de trébol.

(MDA): Tratamiento inoculado con esporas de micorrizas desinfectadas y regado con soluciéon Long Ashton.
(MDN): Tratamiento inoculado con esporas de micorrizas desinfectado y regado con solucion nutritiva.
(MSA): Tratamiento inoculado con esporas de micorrizas sin desinfectar y regado con Solucién Long Ashton.
(MSN): Tratamiento inoculado con esporas de micorrizas sin desinfectar y regado con solucion nutritiva.
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6.4 Determinacion del grado de severidad radicular en plantas de aguaymanto

Para determinar el efecto de la poblacional inicial sobre el grado de severidad radicular, se
sembraron plantulas de aguaymanto en macetas de 2 kg en sustrato estéril 2:1 (suelo: arena)
y se inoculo después de 1 semana con diferentes niveles de poblacion de nematodos. Los
tratamientos fueron: control, 1000, 3000, 5000, 10000 y 20000 nematodos por kg de sustrato.
Luego se determind el grado de severidad radicular (escala del 0 al 5) segun Escala de
Evaluacion (PIM).

En el primer ensayo, el indice de infeccidn radicular mas alto y significativo lo presento el
tratamiento de 5000 nematodos por kg de sustrato, con un grado de 5, asi también disminuy6
significativamente el peso fresco radicular de la planta (Fig.13). Segun los resultados
mostrados la inoculacion con mayor densidad poblacional 10000 y 20000 de juveniles en
estadio J2 de M.incogita/ kg suelo tuvieron un menor grado de severidad en las raices, no

mostrando un mayor efecto negativo en las plantas.

Esto, segin Eunice et al 2013. se debe que en poblaciones muy altas de nematodos genera
competencia por la invasion a la raiz por sitios de alimentacion, esto conlleva la muerte de

individuos disminuyendo la multiplicacion de los nematodos sedentarios.
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Figura 13. Efecto de poblacion inicial de M. incognita en el grado de severidad radicular
(GSR) y el peso fresco de las raices (PFR).
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6.5 Bioensayo sobre nematodos con bacterias PGPRs

En la figura 14 se observan los resultados de la prueba de Duncan, donde todos los
tratamientos muestran un efecto negativo sobre los huevos y muerte de larvas; pero en las
suspensiones con las cepas diazotrofas DA30 y AZO16M2; cepa de actinomicetos Act 12 y
la Pseudomona PA 22; fueron las que tuvieron mayor diferencia significativa comparada
con el control (agua).

Diversos estudios mencionan que las rizobacterias excretan metabolitos, enzimas y/o toxinas
que tiene como efecto la supresion y la reduccion de los nematodos parasiticos en las raices,

afectando la eclosion de los huevos y la supervivencia de los nematodos juveniles.

Este efecto nematicida y nematdxico esta principalmente en especies como Bacillus,
Pseudomonas y Actinomicetos (Siddiqui y Mahmood, 1999).

Los Actinomicetos producen enzimas biodegradativas como quitinasas, glucanasas, y
peroxidasas que estan involucradas en el papel del micoparasitismo y compuestos bioactivos
antagonistas de nemétodos patdgenos (Franco-Correa, 1999; Tokala, et al., 2002; Méarquez,
et al., 2003; Tain, B., et al 2007).

En contraste a los estudios mencionados en este ensayo, la cepa diazotrofa aislada de
rizosfera de aguaymanto (DA30) con un porcentaje de huevos afectados (59%) y de larvas
muertas (57%); y la cepa diazotréfica aislada de papa (AZO16M2) con un porcentaje de
huevos afectados (55%) y de larvas muertas (55%); presentaron mayores porcentajes de
nematodos afectados en 24 horas a diferencia de las demas cepas de Bacillus, Pseudomona
y Actinomicetos. Pero en las ultimos estudios se han determinado que los diazotrofos poseen
varios metabolitos que poseen efectos de antibiosis contra los neméatodos (Pankaj, et al.,
2010). Segun, Bansal, et al., 2005; los diazotrofos producen acidos grasos volatiles que
interrumper e inmovilizan a los nematodos. Ademas, estos acidos organicos altera la

embriogénesis del desarrollo de los huevos de M. incognita.
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Figura 14. Porcentaje de huevos afectados en la ooteca y numero de larvas muertas de
M. incognita expuestos a las cepas bacterianas PGPRs.

6.6 Efecto de bacterias pgprs y hongos micorricicos en el control del neméatodo en

invernadero

6.6.1 Parametros de crecimientos de la planta

a. Altura de la planta (cm)

En esta etapa del estudio se procedio a la cosecha de las 5 macetas con 2 unidades
experimentales por cada tratamiento fueron evaluandose los diferentes pardmetros para

determinar los mejores inoculantes e interacciones con micorrizas frente a la infeccion de
nematodos. Se observd mediante la prueba de Duncan que todos los tratamientos inoculados
con bacterias promotoras de crecimiento (PGPRs) y/o micorrizas e infectadas con neméatodos

superaron la longitud de la altura respecto al control infectado solo con nematodos (T2).
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Segun Dropkin (1989) una de las consecuencias notables de las plantas parasitadas por
nematodos es la reduccion general del crecimiento, siendo los mecanismos que explican esta
disminucion en el desarrollo en las plantas de naturaleza multiple y compleja tanto que
afectan a las células directamente expuestas al parasitismo como a la planta entera, trayendo
como merma la baja del rendimiento de la planta. Ademas los nematodos destruyen la
estructura de las células mientras consumen sus contenidos, interfiriendo en los procesos
fisiolégicos normales y modifican la expresion genética en el huésped (Sidhu y Webster
1981).

Por otro lado el tratamiento T10 (planta inoculada con cepa del diazotrofo DA 30 y
Micorrizas infectada con nemétodos) fue el tratamiento que alcanzé una mayor longitud
respecto al control infectado con nematodos (T2), esta respuesta nos estaria demostrando
que este tratamiento aparentemente tiene un adecuado control sobre los nematodos, lo cual
repercute en una menor nodulacion y menor dafio radicular y por ende en una mayor altura de
planta (Camborda, 1998).

Cada tratamiento con doble inoculacién de microorganismos (PGPRs y micorrizas) e infectado
con nematodos (T6, T8, T10, T12, T14 y T16) mostraron tener una mayor longitud a
comparacion de los tratamientos inoculados solo con PGPRs e infectados con nematodos (T7,
T9, T11, T13, T15y T17) como se puede observar en la Tabla 6. Esto se puede deber a que la
doble inoculacién con bacterias PGPRs y hongos micorricicos ayuda a la planta a enfrentarse

mejor a los nematodos.

Sin embargo los tratamientos con T4 (tratamiento con cepa Bacillus Bac 15Mb en una planta
infectada) y T18 (Tratamiento con cepa de Actinomiceto Aa 25 en una planta infectada con
nematodos) mostraron tener menor altura a comparacién de T5 (tratamiento con cepa Bacillus
Bac 15Mb con micorrizas en una planta infectada con nematodos) y T19 (tratamiento con cepa

Actinomicetos Aa25 y micorrizas en planta infectada con nematodos) respectivamente.

Segun Nico (2002) los efectos negativos asociados al parasitismo de nematodos es la
disminucion en el crecimiento, la marchitez temporal y aparente deficiencia nutricionales en

las hojas. Esto se debe que se alteran las funciones radicales basicas como son la absorcion
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de agua y la nutricién mineral. Estos efectos descritos se pudo observar en el tratamiento T2

(plantas infestadas solo con neméatodos).

Tabla 6. Promedio de la longitud aérea en invernadero después de 120 dias de

evaluacion.
TRATAMIENTOS ALTURA
(cm)
T1 Control 110.30 fgh
T2 Control Nemat 74.80 a
T3 Control Mico 101.13 defgh
T4 Bac 15Mb + Nem + Mic ~ 80.00 efghi
T5 Bac15Mb+ Nemat 96.85 defg
T6 BA 14 +Nem + Mic 108.63 efgh
T7 BA14+ Nemat 96.85 defgh
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic  113.63 hi
T9 Azo 16M2 + Nem 90.90 bcde
T10 DA30 + Nem + Mic 116.69 i
T11 DA 30 + Nem 90.60 bcde
T12 Ps 42 + Nem + Mic 100.50 defgh
T13 Ps 42+ Nem 77.55 ab
T14 PA 22 + Nem + Mic 104.20 efghi
T15 PA 22 + Nem 96.30 cdef
T16 Act 12 + Nem + Mic 104.00 efghi
T17 Act 12 + Nem 94.10 cdef
T18 Aa 25 + Nem + Mic 90.45 bcde
T19 Aa 25+ Nem 94.10 defghi
T20 Mico + Nem 88.70 bed

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de

Rangos Multiples de Duncan (P=0.05).
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b. Peso fresco de la parte aérea y radicular

Para el caso de la aplicacion de la doble inoculacion tanto con PGPRs y micorrizas en las
plantas infectadas con nematodos segun este ensayo se notd que existen diferencias
significativas en los diferentes tratamientos (Tabla 7).

Observado mediante la prueba de Duncan que el mayor peso fresco de la parte aérea se registra
con la aplicacion de T8 (planta inoculada con Micorrizas y cepa del diazotrofo Azo 16M2 e
infectada con nematodos), el que le sigue en el mayor peso aéreo es el tratamiento T6 (planta
inoculada con Micorrizas y cepa de Bacillus Bac 14 e infectada con nematodos), el cual es
casi estadisticamente similar al testigo sin nematodos (T1) y T10 (planta inoculada con

Micorrizas y cepa del diazétrofo DA 30 e infectada con nematodos

Los menores pesos frescos de aéreos se presentan con el tratamiento T2 y T20, esto debido a
que presentan una mayor infeccion radicular a la causada por neméatodos (Bunt, 1987).

En contraste los que presentaron un menor peso seco fueron en orden decreciente el
tratamiento T11 (planta inoculada con una cepa de diazétrofa DA30), T20 (planta inoculada

solo con micorrizas) y el testigo con nematodos (T2).

El tratamiento control con nematodos (T2) muestra el menor peso fresco aéreo y radicular,
este tratamiento muestra diferencias significativas respecto todos los demas tratamientos,
segun la prueba de Duncan. Esto puede deberse a que los nematodos provocan una reduccion
en la absorcion de agua debido a la destruccidn mecanica que provocan en las raices y a
la consiguiente pérdida de biomasa funcional (Nico, 2002). Sin embargo, se ha reportado
que las relaciones hidricas en la planta se ven afectadas en etapas tempranas de la
infeccion, cuando el parasitismo aun no ha originado destruccion de tejidos ni ha

reducido la relacién raiz/parte aérea (Meon, et al., 1978).

Como se puede observar en la Tabla 7. EI mayor peso fresco radicular lo presenta el Control
sin infeccion (T1) seguido de T3 (Control con micorrizas) y T8 (planta inoculada con una cepa
del diaz6trofo Azo 16M2 y Micorrizas).
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Por otro lado los tratamientos T2 y T20 presentaron los menores pesos frescos radiculares,
mientras que los datos de peso fresco radicular son muy similares en todos los tratamientos

con nematodos, ya que segun Christie (1970).

El nematodo induce la formacién de nédulos, disminuyendo a su vez el peso de la raiz. El peso
radicular puede disminuir debido a que las raices muy infectadas son mucho mas cortas, con
menos raices laterales y menos pelos radiculares; lo que conlleva a la reduccion del sistema

radicular y por ende a la reduccion del peso (Taylor y Sasser, 1983; Agrios 1996).

Tabla 7. Promedio de pesos frescos aéreo (PFA) y peso fresco radicular (PFR) de la

planta en invernadero.

TRATAMIENTOS PFA (g) PFR (g)
T1 Control 38.50 cd 30.83 d
T2 Control Nemat 24.33 a 1481 a
T3 Control Mico 34.36 abcd 26.59 cd
T4 Bac 15Mb + Nem + Mic 26.10 ab 19.18 abc
T5 Bac15Mb+ Nemat 36.71 abcd 25.70 cd
T6 BA 14 +Nem + Mic 40.21 cd 26.51 cd
T7 BA14+ Nemat 36.43 cd 26.11 cd
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 42.11 d 26.71 cd
T9 Azo 16M2 + Nem 31.49 abcd 20.98 abcd
T10 DA30 + Nem + Mic 38.07 cd 20.80 abc
T11 DA 30 + Nem 28.93 abc 22.44 abcd
T12 Ps 42 + Nem + Mic 35.38 abcd 21.11 abc
T13 Ps 42+ Nem 35.00 abcd 19.56 abc
T14 PA 22 + Nem + Mic 34.81 abcd 2492 cd
T15 PA 22 + Nem 30.49 abcd 24.24  bed
T16 Act 12 + Nem + Mic 36.70 bcd 22.60 abcd
T17 Act 12 + Nem 31.69 abcd 23.51 abcd
T18 Aa 25 + Nem + Mic 32.09 abcd 19.03 abc
T19 Aa 25+ Nem 40.19 d 26.53 cd
T20 Mico + Nem 26.91 ab 1527 ab

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de
Rangos Mdltiples (P=0.05)
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c. Peso seco de parte aérea y radicular

Se observa que existen diferencias significativas en los diferentes tratamientos al respecto con
la variable peso seco aéreo (Tabla 8). Mediante la prueba de Duncan se registro el tratamiento
T8 (planta inoculada con una cepa del diazétrofo Azo 16M2 y micorrizas), siendo este el
tratamiento con mayor diferencia significativa con el control infestado con nematodo (T2) e
inclusive es mayor al peso aéreo del tratamiento control sin nematodos (T1). El que le sigue
en el mayor peso seco aéreo es el tratamiento T10 (planta inoculada con una cepa del
diazétrofo DA30 y Micorriza) y T7 (planta inoculada con una cepa de Bacillus BA14 y
Micorrizas). Mientras que presentaron un menor peso seco fueron en orden decreciente, el
tratamiento T11 (planta inoculada solo con la cepa de diazotrofa DA30 e infectada con
nematodo), T20 (planta inoculada solo con micorrizas e infectada con nematodo) v el testigo
con nematodos (T2).

La medicion del peso seco aérea es un parametro muy eficiente y estable que determinar la
capacidad de nutricion y almacenaje de nutrientes en la planta, en cambio el peso fresco aéreo
es mas variable y su utilidad es valida para comparar el contenido de agua en los tejidos
(Camborda 1998).
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Tabla 8. Promedio del peso seco aéreo (PSA) y peso seco radicular (PSR) de la planta
invernadero.

TRATAMIENTOS PSA(g) PSR(g)
T1 Control 7.20 ef 434 ¢
T2 Control Nemat 339 a 2.13 ab
T3 Control Micorriza 5.08 abcde 3.19 abc
T4 Bac 15Mb + Nem + Mic 4.03 abc  2.66 ab
T5 Bac1l5Mb+ Nemat 555 abcde 3.42 Dbc
T6 BA 14 +Nem + Mic 6.48 de 3.63 bc
T7 BA14+ Nemat 6.59 de 3.55 bc
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 8.95 f 3.74 Dbc
T9 Azo 16M2 + Nem 484 abcde 2.85 ab
T10 DA30 + Nem + Mic 6.87 de 291 ab
T11 DA 30 + Nem 3.98 ab 296 ab
T12 Ps 42 + Nem + Mic 5.38 abcde 294 bc
T13 Ps 42+ Nem 404 abc 2.70 ab
T14 PA 22 + Nem + Mic 550 abcde 3.52 bc
T15 PA 22 + Nem 5.00 abcde 3.27 abc
T16 Act 12 + Nem + Mic 6.28 bcde 3.17 abc
T17 Act 12 + Nem 499 abcde 3.15 bc
T18 Aa 25 + Nem + Mic 5.14 abcde 251 abc
T19 Aa 25+ Nem 6.34 cde 3.63 bc
T20 Mico + Nem 3.88 a 208 a

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de Rangos
Multiples (P=0.05).
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d. Frutos

El pardametro de produccion es importante puesto que el peso de fruto es una caracteristica
necesaria para lograr un mayor rendimiento econdmico y de calidad de producto.

Normalmente, a mayor peso promedio de fruto se tiene mayor rendimiento.

En los diferentes tratamientos se observaron que mediante la prueba de Duncan los mayores
pesos promedio de fruto y significativos se obtuvieron con los tratamientos T3, T10 y T19.
Ademas se observé que todos los tratamientos son significativamente diferentes respecto al

T2 (tratamiento control infectado solo con neméatodos).

También se not6 diferencias significativas en los mismos tratamientos (T3, T10, T19) y T15
para el nimero promedio de frutos; y con respecto al diametro de frutos se mostro diferencias

significativas en T3, T8 y T11 comparando con T2 (control infectado con nematodos).

Por otro lado todos los tratamientos donde se aplicaron bacterias PGPRs y/o micorrizas como
controladores de nematodos mostraron tener mejor peso promedio de frutos comparado al
control T1 (planta sin microorganismos) y T2 (control infectados con nematodos), siendo con

este ltimo diferente significativamente con cada uno de los tratamientos.

Esta respuesta se deberian a que las cepas bacterianas de PGPRs y micorrizas presentan un
adecuado control de M.incognita, favoreciendo el desarrollo radicular y por tanto al no haber
alteraciones que hicieran variar el flujo de agua y nutrientes de la parte radicular a la parte
aérea, han hecho posible que las plantas presenten un buen desarrollo foliar y una mayor
eficiencia fotosintética que trae consigo un desarrollo éptimo de frutos, asi mismo es posible
que los efectos bioestimulantes de la bacteria Diazotrofa DA30 y Actinomicetos Aa25
(aislados de la rizosfera de aguaymanto) y micorrizas han contribuido favorablemente lograr

esta mayor eficiencia fotosintética.

En contraste los tratamientos T18 y T20 registraron el menor peso promedio de frutos respecto
al T2. Mientras que presentaron un menor nimero promedio de frutos fue T13, T18 y T20 en
orden decreciente respecto a T2. En cuanto al didametro T9, T7 y T20 fueron los tratamientos

con menor didametro de frutos.

Ademas la reduccion del rendimiento de las plantas afectadas por neméatodos no solo limita

las funciones de la raiz, sino que como se puede observar en las Tabla 8 y Tabla 9, influyen

61



negativamente en los diferentes procesos de la parte aérea y/o a nivel de planta entera (Nico
2002).

Los menores pesos del fruto podria deberse a las mayores infecciones radicales; lo cual
obstaculiza la normal translocacion de agua, nutrientes y hormonas afectando la fisiologia de
las plantas notandose el efecto negativo en un menor peso promedio del fruto (Bunta 1987 y
Wallace 1987).

Figura 15. Muestra el numero de frutos del tratamiento T10 (DA30+Nem+Mic).
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Tabla 9. Numero, Peso Fresco y Diamétro promedio de frutos por tratamientos de
plantas en invernadero

TRATAMIENTOS N° FRUTOS PESO DIAMETRO
DE FRUTOS
FRUTO
T1 Control 10 abc 4.89 bc 0.61 bcdef
T2 Control Nemat 6 abc 113 a 0.37 a
T3 Control Micorriza 11 bc 11.90 f 0.80 efg
T4 Bac 15Mb + Nem + Mic 8 abc 4.81 bc 0.62 bcdef
T5 Bacl5Mb+ Nemat 8 abc 5.58 bc 0.61 bcde
T6 BA 14 +Nem + Mic 9 abc 4.89 bc 0.56  abcd
T7 BA14+ Nemat 10 abc 6.05 bc 0.49 abc
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 11 bc 5.58 bc 0.74 cdef
T9 Azo 16M2 + Nem 8 abc 5.15 bc 0.51 abc
T10 DA 30 + Nem+Mic 10 abc 9.65 ef 1.05 hi
T11 DA 30 + Nem 11 abc 5.94 bc 0.76 def
T12 Ps 42 + Nem + Mic 9 abc 5.85 bc 0.70 cdef
T13 Ps 42+ Nem 7 ab 5.49 bc 0.84 fgh
T14 PA 22 + Nem + Mic 9 abc 531 bc 0.68 cdef
T15 PA 22 + Nem 11 bc 6.78 cd 0.70 cdef
T16 Act 12 + Nem + Mic 9 abc 5.69 bc 0.69 cdef
T17 Act 12 + Nem 8 abc 5.09 bc 1.17 i
T18 Aa 25 + Nem + Mic 7 ab 4.71 bc 0.56 abcd
T19 Aa 25+ Nem 12 c 9.17 de 1.00 ghi
T20 Mico + Nem 7 ab 3.82 b 0.43 ab

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de Rangos

Multiples (P=0.05).
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e. Cantidad de vitamina C

Al alterar la fisiologia de las plantas hospedante, los neméatodos no sélo pueden reducir
el rendimiento de los cultivos, sino también la calidad del producto (Moens , , et al., 2009).
Como se puede observar en la tabla 10 la cantidad de vitamina C disminuye en los tratamientos
infectados con nematodos comparado con la cantidad de vitamina en una planta sin infectar;
ademas, el tratamiento inoculado solo con micorrizas (T3) mostr6 tener mayor cantidad de

vitamina C con respecto al control.

Se ha deteminado la participacion del acido jazménico en la regulacion de la biosintesis de
vitamina C (Wolucka, et al., 2005). Y como es de conocimiento, dentro de la respuestas de
resistencia ante el estrés abi6tico o bidtico en las plantas, como heridas y/o lesiones radiculares,
se acumula acido jasménico (Yuyang. 2012). En el caso de tratamiento T19, a pesar de que la
planta infectada con nemaétodo e inoculada con la cepa actinomiceto Aa25, mostré un nivel de
vitamina C cercano al valor de T2 (planta infectada con el neméatodo). Esto se puede deber
segun Lolaei, et al., 2013 que los niveles de &cido jasmonico y de vitamina C disminuyen
drasticamente el desarrollo de frutos en plantas al sufrir algun tipo de estrés bidtico al activar

la resistenia inducida en la planta.

Tabla 10. Cantidad de Vitamina C en frutos de Aguaymanto/100 g

CODIGO DE MUESTRAS Resultado
Cantidad promedio de Vitamina C 22.0 mg/100g
T2 Planta+Nematodo 6.20mg/100g
T3 Planta+Micorrizas 30.0mg/100g
T19 Aa 25 + Nem 6.30 mg/100g
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6.6.2 Parametro de respuesta del hospedante al neméatodo

a. Grado de severidad radicular (GSR)

Existen diferencias significativas entre tratamientos y los controles. Observamos que los
resultados mediante la prueba de Duncan (Tabla 11) que el testigo sin microorganismos (T2)
tuvo mayor grado de severidad radicular al igual que los tratamientos T7 y T17; por otro

lado los tratamientos T8, T6 y T10 tuvieron un menor grado de severidad radicular. (GSR).

En todos los casos presentados el mayor GSR que presentan las raices de aguaymanto es
respuesta directa de una mayor infeccion del nematodo M. incognita. Entonces se puede
mencionar que existe un menor control por parte del tratamiento T7 y T17, inoculado solo
con bacterias PGPRs Bacillus BA14 y Actinomicetos Act 12 respectivamente. Mientras que
un menor GSR significa que el tratamiento ha ejercido un control adecuado, alguna accion
nemostatica y/o nematicida a nivel de rizésfera que ha impedido la entrada de los juveniles
hacia las raices. Este efecto se pudo observar en los tratamientos T8, T6, T10 y T12 que
fueron inoculadas con micorrizas y cepas PGPRs como Diazo6trofo Azo16M2 (T8), Bacillus
BA14 (T6), Diazotrofo DA30 y Pseudomona Ps42 respectivamente, tienen un menor GSR

comparado con los tratamientos de plantas inoculadas solo con PGPRs.

Los PGPRs pueden llevar a la resistencia inducida ISR debido a que fortalece fisicamente y
mecanicamente la pared celular, aumentando su espesor al acumular la celulosa y por
acumulacion de compuestos fendlicos. Asu vez cambia la fisiologia y la capacidad
bioquimica de la planta promoviendo la sintesis de compuestos quimicos de defensa contra

los nematodos patdgenos (Tian, et al., 2007).
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Tabla 11. Prueba de LSD para los diferentes tratamientos en los Parametros de
reproduccion de M. incognita.

TRATAMIENTOS GSR

T1 Control 0.00 a
T2 Control Nemat 440 e
T3 Control Micorriza 0.00 a
T4 Bac 15Mb + Nem + Mic 4.00 bcd
T5 Bacl5Mb+ Nemat 3.80 bc
T6 BA 14 +Nem + Mic 3.75 bc
T7 BA14+ Nemat 4.20 de
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 363 b
T9 Azo 16M2 + Nem 4.00 bcd
T10 DA30 + Nem + Mic 3.80 bc
T11 DA 30 + Nem 3.90 bcd
T12 Ps 42 + Nem + Mic 3.80 bc
T13 Ps42+ Nem 3.90 bcd
T14 PA 22 + Nem + Mic 4.00 bcd
T15PA 22 + Nem 4.00 bcd
T16 Act 12 + Nem + Mic 4.00 bcd
T17 Act 12 + Nem 4.10 cde
T18 Aa 25 + Nem + Mic 4.00 bcd
T19 Aa 25+ Nem 3.90 bcd
T20 Mico + Nem 4.00 bcd

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de
Rangos Mdltiples (P=0.05).
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b.NUmero de huevos + J2/g de raiz

Para el caso donde se aplicaron micorrizas y/o PGPRs se ha observado que existen diferencias
significativas en los diferentes tratamientos comparando con el testigo con nematodos (Tabla
12). Los tratamientos que presentaron el menor nimero de N° huevos+J2/g de raiz fueron T8,
T10 y T19. Estos ensayos demuestran que las bacterias endofitas influyen en la penetracion y
desarrollo de M.incognita en las raices de las plantas. Por lo tanto el tratamiento T10 en plantas
con micorrizas e inoculado con PGPRs diazotrofa Azo 16M2 reduce significativamente la
reproduccion y la penetracion de M. incognita juveniles dentro de las raices de aguaymanto
al aplicar directamente esta cepa al cuello de la planta. Entonces, también se podria mencionar
que existe un menor control en la reproduccion y la penetracion en los tratamientos T7 'y T17,

inoculado solo con bacterias PGPRs Bacillus BA14 y Actinomicetos Act 12 respectivamente.

A pesar que varios autores mencionan que las bacterias enddfitas son buenos candidatos para
colonizar la raiz y combatir la nematodos endoparasitarios, ya que ocupan de manera similar
el nicho ecologico con los nematodos, la doble aplicacion de micorrizas y bacterias PGPRs
muestra mayor eficacia en la supresion de la penetracion de nematodos juveniles comparado
con la aplicacion por separado de las PGPR y micorrizas. Las recientes investigaciones
sugieren que los mecanismos involucrados en la supresion de patdgeno involucra la
competicion por el hierro y espacio; y que induce la resistencia sistémica infestada (Munif, et
al., 2013).

Otra observacion de este ensayo es que el N° huevos+J2/g de raiz varia dependiendo del tipo
de bacteria y micorrizas; es decir tienen un comportamiento singular en cada combinacion
(Jaizme-Vega 2005).

Este parametro del numero total de huevos por raiz es importante porque indirectamente se
podria conocer la posible poblacién remanente de nematodos noduladores que pueden quedar
en el suelo y que posteriormente podria volver a infectar a las proximas campafias del mismo
cultivo u a otros cultivos susceptibles (Sasser, et al., 1983). Ademas la capacidad reproductiva
de un nematodo (N° huevos+J2/g de raiz) se convierte en una medida del grado susceptibilidad
de la planta huésped sobre la que establece la relacion de parasitismo (Seinhorst 1969; Taylor
1971; Wescott y Zehr 1991).
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Figura 16. Foto de tratamiento
T10a 10 Xy 100X, en las raices se
puede observar la formacion de
mayor cantidad de arbusculos, asi
como también de vesiculas e hifas.

Tabla 12. Prueba de Duncan para los diferentes tratamientos en los Parametros de
reproduccion de M. incognita

TRATAMIENTOS N° J2+ HUEVOS
T1 Control 0.00 a
T2 Control Nemat 3.67 f
T3 Control Micorriza 0.00 a
T4 Bac 15Mb + Nem + Mic 3.31 cde
T5 Bac15Mb+ Nemat 3.19 bc
T6 BAC 14 +Nem + Mic 3.27 bcde
T7 BAC 14+ Nemat 3.34 cde
T8 AZO 16M2 + Nem + Mic 3.04 b
T9 AZO 16M2 + Nem 3.22 bcd
T10 DA30 + Nem + Mic 3.16 bc
T11 DA 30 + Nem 3.24 Dbcd
T12 Ps 42 + Nem + Mic 3.31 cde
T13 Ps 42+ Nem 3.24 Dbcd
T14 PA 22 + Nem + Mic 3.36 cde
T15PA 22 + Nem 3.33 cde
T16 Act 12 + Nem + Mic 3.28 bcde
T17 Act 12 + Nem 3.52 ef
T18 Aa 25 + Nem + Mic 3.28 bcde
T19 Aa 25+ Nem 3.17 bc
T20 Mico + Nem 3.46 def

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de Rangos
Multiples (P=0.05).
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6.6.3 Efecto de la micorrizacién y nimero de esporas a nivel de invernadero en plantas
inoculadas con PGPRs e infectadas con M .incognita

El andlisis de los parametros de los hongos micorricicos permitié comparar el desarrollo de
estos hongos en la raiz. Se puede observar (Tabla 13) que los tratamientos con mayor
porcentaje de colonizacion micorricica (%CM) en orden creciente fueron T10 (planta
inoculada con Micorriza y con cepa del diazétrofo DA30), T8 (planta inoculada con
Micorrizas y con cepa del Azo 16M2) y T12 (planta inoculada con Micorrizas y con una cepa
de Pseudomona Ps42), siendo estos estadisticamente significativos con el tratamiento T20
(planta solo inoculada con micorrizas e infectada con neméatodos). En recientes investigaciones
se ha demostrando que la coinoculacion de estas bacterias con micorrizas arbusculares, permite
la micorrizacion temprana; lo cual determina un mejor establecimiento de las rizobacterias y
una mejor absorcién de elementos solubilizados por estos mismos (Barea, et al., 2005;
Zambrano, et al., 2007).

Bajo estas condiciones, se puede observar que hay un efecto mayor de colonizacion
micorricica en los tratamientos que se aplicaron PGPRs, puede deberse que éstas bacterias son
capaces de promover la germinacion y la elongacién del tubo germinativo de la espora
mejorando la densidad micorricica en la raiz (Jaizme- Vega, et al., 2005). Ademas la
precolonizacion en las plantulas con micorrizas y luego la inoculacion con bacterias conlleva

a la disminucién de nodulos y a las masas de huevos (Reimann 2005).

El mayor nimero de esporas por gramo de suelo seco (N° Esporas/g suelo seco) lo presentaron
los tratamientos T10, T8 y T12. Por otro lado se determind que el menor %CM ocurri6 en los
tratamientos T14 y T18. Se constatd que en todas las plantas inoculadas con micorrizas y
bacterias previamente a la infeccion de nematodos tuvieron casi un mayor %CM frente

tratamiento solo con micorrizas e infectado con nemétodos.

Los resultados evidenciaron lo beneficioso de introducir los hongos micorricicos en los
sistemas planta-hongos micorrizogenos-nematodos fitoparasitarios, antes de que estos Ultimos

se pongan en contacto con las plantas hospedantes (Gémez, et al., 2008).
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Muchos estudios confirman que la interaccion planta-micorriza-neméatodos fitoparasitos
pueden manifestarse de diferentes formas, ya sea para impedir el desarrollo de los nemétodos,
0 que estos inhiban el desarrollo las micorrizas, en alguna fase de su desarrollo, o no producirse

ningun efecto adverso entre ellos (Reimann, 2005).

En este estudio se puede observar que las interacciones planta-microorganismos-micorrizas y
nematodos fitoparasitos tuvieron el efecto de disminuir el desarrollo del nimero de huevos y

juveniles en los distintos tratamientos comparados con el testigo slo con nematodos.

Tabla 13. Prueba de Duncan para efecto de la micorrizacion y nimero de esporas a

nivel de invernadero en plantas inoculadas con PGPRs e infectadas con M .incognita

TRATAMIENTOS %CM N° Esporas/g suelo seco
T3 Control Micorriza 86.89 d 1415 cd
T4 Bac 15Mb +Nem+Mic 68.44 bc 11.07 ab
T6 BA 14 +Nem + Mico 63.10 b 12.89 abcd
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 75.28 cd 13.51 bcd
T10 DA30 + Nem + Mic 75.32 cd 1550 d
T12 Ps 42 + Nem + Mic 69.49 bc 13.66 bcd
T14 PA 22 + Nem + Mic 57.91 bc 12.33 abc
T16 Act 12 + Nem + Mic 66.94 bc 11.69 abc
T18 Aa 25 + Nem + Mic 58.26 ab 13.10 bcd
T20 Mico + Nem 50.27 a 10.18 a

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de Rangos
Multiples (P=0.05).
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Figura 17. Foto de tratamiento T8 a 40X, se puede observar en las raices la formacion de
las hifas, arbusculos y vesiculas.

Figura 18. Foto de tratamiento T10 a 100X, en las raices se puede observar las formacion
de las en mayor cantidad de arbusculos, asi como también de vesiculas e hifas.

Figura 19. Foto de esporas extraidas de los diferentes tratamientos con aumento 100X.
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VII. CONCLUSIONES

La aplicacion con hongos endomicorricicos y/o microorganismos promotores de
crecimiento a las plantas, previo a la infeccion con M.incognita, mostraron una mejora

en su desarrollo y control en la propagacion de neméatodos.

Se logré aislar y propagar endomicorrizas nativas del cultivo de aguaymanto en
plantulas de trébol con esporas desinfectas y regadas con solucion Long Ashton (LA).

Alcanzando hasta 75% de colonizacion micorricica (%CM).

A nivel in vitro, las cepas de bacterias diazotréficas DA30 y Azo16M2 tuvieron el
mayor porcentaje de capacidad de inhibicion de M. incognita.

En cuanto a la capacidad de la promocién de la germinacién de semillas in vitro, las
cepas de Actinomicetos Aa 25, de Bacillus Bac 15Mb y DA30 incrementaron en 36%,
25% y 12% respectivamente comparandose con el control.

En cuanto a pruebas de emergencia in vitro las cepas nativas aisladas de cultivo de
aguaymanto como el Bacillus BAC14 y diazotrofas DA30, lograron incrementar el

porcentaje de emergencia.

A nivel invernadero, las plantas micorrizadas e inoculada con la cepa bacterianas AZO
16M2 o con DA30, mostraron una disminucién en el nimero total de nematodos, asi

como el grado serevidad radicular (GSR) en plantas infectadas con de M.incognita.

12



7. Encuanto a la produccion de frutos todos los tratamientos donde se aplicaron bacterias
PGPRs y/o micorrizas en plantas infectadas con nematodos, mostraron un mayor peso
promedio de frutos, sobretodo el tramiento inoculado con la cepa Act 25 en plantas
infectadas. Sin embargo, los analisis de cantidad de vitamina C con esta cepa fueron

muy bajos al promedio normal de una planta sana.

8. Anivel invernadero, lainoculacion con bacterias promotoras de crecimiento en plantas
micorrizadas de aguaymanto e infectadas con M. incognita, mostraron un incremento
en el porcentaje de colonizacion micorricica (%CM) con respecto al control T20
(planta micorrizada e infectada con el nematodo). Siendo los tratamientos con mayor
%CM y con mayor nimero de esporas por gramo de suelo seco (N° Esporas/g suelo

seco) los tratamientos que fueron inoculados con cepas Azo 16M2 y DA3O0.

9. A nivel de invernadero, los tratamientos donde se usaron interacciones de hongos
endomicorricicos con la cepa diazotréfica DA30 o con la cepa Azo16M2, presentaron
en la mayoria de los parametros medidos, un mayor control sobre el desarrollo de las
plantas infectadas con M. incognita, por lo cual podrian recomendarse como

alternativa para reducir el uso de nematicidas.
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VIll. RECOMENDACIONES

Estudiar el efecto del orden en la aplicacion de los inoculantes ante el efecto de la

infeccidon del nematodo.

Estudiar el efecto de la cantidad de vitamina C y su relacién con la infeccion de los

nematodos.

Emplear las cepas bacterias promotoras de crecimiento y hongos micorricicos en
ensayos en campo para determinar su real comportamiento como controlador de M.

incognita en condiciones naturales.

Formular la adecuada aplicacién del microorganismo y el hongo endomicorricico que
garantice la supervivencia de los mismos y a su vez pueda tener mayor practicidad de

aplicacion a nivel de campo.

Determinar la dosis de inoculante y la forma de inoculacion que permita lograr efectos
Optimos en el cultivo, ya que es muy importantes para garantizar la sobrevivencia de

los microorganismos promotores de crecimiento aplicados y las micorrizas.

Realizar seguimientos de las poblaciones de los microorganismos y hongos inoculados
en la rizosfera con ayuda de técnicas moleculares que nos permitan un seguimiento

mas rapido y exacto para conocer las fluctuaciones en el desarrollo del cultivo.
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X. INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1: ESTADISTICA

1. ANOVA SIMPLE - % GERMINACION POR TRATAMIENTOS

Tabla anova para % germinacion por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos |2307.56 8 |288.444 5.53 0.0003
Intra grupos [1408.0 27 |52.1481

Total (Corr.) |3715.56 35

Pruebas de Multiple Rangos para % GERMINACION por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control 4 69.0 X

Ps42 4 70.0 XX

AZO16M2 4 71.0 XX

PA22 4 75.0 XXX

Actl2 4 80.0 XXX

Bal4 4 83.0 XX

DA30 4 84.0 XXX

Bacl15mb 4 86.0 XX

Aa25 4 94.0 X
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2. ANOVA SIMPLE - % EMERGENCIA 8 DIAS POR TRATAMIENTOS

Tabla ANOVA para % EMERGENCIA 8 DIAS por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos [6044.44 8 |755.556 2.27 0.0447
Intra grupos |12000.0 36 |333.333

Total (Corr.) |18044.4 44
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos |Media |Grupos Homogéneos

Control 5 48.0 X

PA22 5 60.0 XX

Ps42 5 68.0 XXX

BAC15Mb 5 68.0 XXX

BAC14 5 72.0 XX

AZO16M2 5 72.0 XX

Actl2 5 80.0 XX

DA30 5 84.0 X

Aa 25 5 88.0 X

3. ANOVA SIMPLE - ALTURA 8 DDS POR TRATAMIENTOS

Resumen Estadistico para ALTURA 8 DDS

TRATAMIENTQOS Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo

AZO16M2 5 0.692 0.0571839 8.26357% 0.62

Aa 25 5 0.682 0.0917606 13.4546% 0.57

Actl2 5 0.648 0.113446 17.5071% 0.5

BAC14 5 0.894 0.274554 30.7108% 0.66

BAC15Mb 5 0.596 0.124419 20.8756% 0.38

Control 5 0.28 0.223495 79.8196% 0

DA30 5 0.718 0.0852643 11.8752% 0.63

PA22 5 0.538 0.173695 32.2853% 0.37

Ps42 5 0.444 0.142934 32.1922% 0.2

Total 45 0.610222 |0.220046 36.06% 0
Tabla ANOVA para ALTURA 8 DDS por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P

Entre grupos |1.23754 8 ]0.154692 6.24 0.0000

Intra grupos  |0.89296 36 ]0.0248044

Total (Corr.) [2.1305 44
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Pruebas de Multiple Rangos para ALTURA 8 DDS por TRATAMIENTOS

Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control 5 0.28 X

Ps42 5 0.444 XX

PA22 5 0538 [ XX

BAC15Mb 5 0596 | XX

Act12 5 0.648 X

Aa 25 5 0.682 X

AZ0O16M2 5 0.692 XX

DA30 5 0.718 XX

BAC14 5 0.894 X

4._ANOVA SIMPLE - PESO FRESCO RADICULAR POR TRATAMIENTOS

Resumen Estadistico para PESO FRESCO RADICULAR

tratamientos |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Maximo
0 3 81.3 8.78465 10.8052% 73.0 90.5
10 000 3 57.1667 |2.3029 4.02839% 55.2 59.7
1000 3 73.9667 |21.3346 28.8435% 51.2 93.5
20 000 3 60.5 457056 7.55464% 55.7 64.8
3000 3 62.8667 |6.98737 11.1146% 58.2 70.9
5000 3 36.6 23.4911 64.1832% 10.0 545
Total 18 62.0667 |18.5978 29.9642% 10.0 93.5

Tabla ANOVA para PESO FRESCO RADICULAR por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |3561.56 5 |712.312 3.69 0.0297
Intra grupos (2318.36 12 1193.197

Total (Corr.) |5879.92 17

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

tratamientos |Casos |Media |Grupos Homogéneos
5000 3 36.6 X

10 000 3 57.1667 [XX

20 000 3 60.5 XX

3000 3 62.8667 | X

1000 3 73.9667 | X

0 3 813 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
0-10000 24.1333 24.7272
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0-1000 7.33333 24.7272
0-20000 20.8 24.7272
0-3000 18.4333 24.7272
0 - 5000 * 44.7 24.7272
10 000 - 1000 -16.8 24,7272
10 000 - 20 000 -3.33333  [24.7272
10 000 - 3000 -5.7 247272
10 000 - 5000 20.5667 24.7272
1000 - 20 000 13.4667 24.7272
1000 - 3000 111 24.7272
1000 - 5000 * 37.3667 24.7272
20000 - 3000 -2.36667  [24.7272
20000 - 5000 23.9 24.7272
3000 - 5000 * 26.2667 24.7272

* indica una diferencia significativa.

5. ANOVA SIMPLE - GRADO DE INFESTACION POR TRATAMIENTOS

Resumen Estadistico para GRADO DE INFESTACION

tratamientos |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Maximo
0 3 0 0 % 0 0
10000 3 3.66667 |0.57735 15.7459% 3.0 4.0
1000 3 2.66667 |0.57735 21.6506% 2.0 3.0
20000 3 4.33333 |0.57735 13.3235% 4.0 5.0
3000 3 3.0 0 0% 3.0 3.0
5000 3 466667 |0.57735 12.3718% 4.0 5.0
Total 18 3.05556 |1.62597 53.2137% 0 5.0

Tabla ANOVA para GRADO DE INFESTACION por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |42.2778 5 18.45556 38.05 0.0000
Intra grupos |2.66667 12 0.222222

Total (Corr.) [44.9444 17

Pruebas de Multiple Rangos para GRADO DE INFESTACION por tratamientos

Método: 95.0 porcentaje LSD

tratamientos [Casos [Media |Grupos Homogéneos
0 3 0 X

1000 3 2.66667 | X

3000 3 3.0 XX

10 000 3 3.66667 | XX

20 000 3 433333 | XX

5000 3 4.66667 X
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6. ANOVA SIMPLE - ALTURA POR TRATAMIENTO

Resumen Estadistico para ALTURA

TRATAMIENTO Recuento |Promedio | Desviacion Coeficiente de
Estandar Variacion
Act 12 + Nem + Mic T18 5 104.0 10.8397 10.4228%
Act 12 + Nem T10 5 94.1 7.64362 8.12287%
BA 14 + Nem T5 5 100.6 9.2358 9.18072%
CONT NEMAT T2 5 74.8 10.5688 14.1294%
CONTROL T1 5 110.3 10.1895 9.23795%
Ps 22 + Nem T9 5 96.3 11.8933 12.3502%
Ps 42+ Nem T8 5 77.55 15.7146 20.2639%
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 90.45 9.93793 10.9872%
Aa 25+ Nem T11 5 102.6 10.1452 9.88811%
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 |4 113.625 |[5.97739 5.26063%
Az0 16M2 + Nem T6 5 90.9 9.21548 10.138%
BA 14 +Nem + Mico T13 4 108.625 |7.87798 7.25245%
Bac 15Mb + Nem T4 5 96.85 5.77062 5.9583%
Bac 16M5b + Nem + Mico|5 80.0 3.79144 4.7393%
T12
CONT MICOR T3 4 101.125 |7.1458 7.06631%
DA 30+ NemT7 5 90.6 8.81334 9.72775%
DA30 + Nem + Mic T15 4 116.688 |[9.71977 8.32975%
Mico + Nem T20 5 88.7 10.4976 11.835%
PA 22 + Nem + Mic T17 5 104.2 14.0561 13.4896%
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 100.5 8.95824 8.91367%
Total 96 96.5885 [14.1813 14.6822%
Tabla ANOVA para ALTURA por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |11715.0 19 [616.577 6.34 0.0000
Intra grupos 7390.53 76 97.2439
Total (Corr.) [19105.5 95

Pruebas de Multiple Rangos para ALTURA por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje Duncan/ LSD

TRATAMIENTO Casos |Media Grupos Homogéneos
CONT NEMAT T2 5 74.8 X

Ps 42+ Nem T8 5 77.55 XX

Bac 15Mb + Nem + Mic T12 5 80.0 XXX
Mico + Nem T20 5 88.7 XXX
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 90.45 XXX
DA 30 + Nem T7 5 90.6 XXX
Azo 16M2 + Nem T6 5 90.9 XXX
Act 12 + Nem T10 5 94.1 XXX
Ps 22 + Nem T9 5 96.3 XXXX
Bac 15Mb + Nem T4 5 96.85 XXXX
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Ps 42 + Nem + Mic T16 5 100.5 XXXXX
BA 14 + Nem T5 5 100.6 XXXXX
CONT MICOR T3 4 101.125 XXXXX
Aa 25+ Nem T11 5 102.6 XXXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 104.0 XXXX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 104.2 XXXX
BA 14 +Nem + Mic T13 4 108.625 XXX
CONTROL T1 5 110.3 XX
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 113.625 XX
DA30 + Nem + Mic T15 4 116.688 X

7. ANOVA SIMPLE - PFA POR TRATAMIENTO

Resumen Estadistico para PFA

TRATAMIENTO Recuento |Promedio |[Desviacion Estandar |Coeficiente de
Variacion
Act 12 + Nem + Mic T18 5 36.7 8.67554 23.6391%
Act 12 + Nem T10 5 31.69 7.79578 24.6001%
BA 14 + Nem T5 5 36.43 5.59694 15.3635%
CONT NEMAT T2 5 24.33 6.49429 26.6925%
CONTROL T1 5 38.5 5.15837 13.3984%
Ps 22 + Nem T9 5 30.49 5.73164 18.7984%
Ps 42+ Nem T8 5 35.0 20.4369 58.3913%
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 32.09 10.8578 33.8355%
Aa 25+ Nem T11 5 40.19 10.7752 26.8107%
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 421125 |7.17651 17.0413%
Az0 16M2 + Nem T6 4 31.4875 |5.85397 18.5914%
BA 14 +Nem + Mico T13 4 40.2125 |10.8967 27.0977%
Bac 15Mb + Nem T4 5 36.71 3.86481 10.5279%
Bac 16M5b + Nem + Mico T12 |5 26.1 5.96532 22.8556%
CONT MICOR T3 4 34.3625 |2.7539 8.01426%
DA 30+ Nem T7 5 28.93 3.63105 12.5511%
DA30 + Nem + Mic T15 5 38.07 8.10676 21.2943%
Mico + Nem T20 5 26.91 5.91454 21.979%
PA 22 + Nem + Mic T17 5 34.81 11.6729 33.5332%
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 35.38 9.8103 27.7284%
Total 96 33.8995 |9.24015 27.2575%
Tabla ANOVA para PFA por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos |2204.57 19 (116.03 1.49 0.1125
Intra grupos  |5906.57 76 [77.718

Pruebas de Multiple Rangos para PFA por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje Duncan

TRATAMIENTO Casos |Media  |Grupos Homogéneos
CONT NEMAT T2 5 24.33 X

Bac 16M5b + Nem + Mico T12 |5 26.1 XX

Mico + Nem T20 5 26.91 XXX
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DA 30+ NemT7 5 28.93 XXXX
Ps22 + NemT9 5 30.49 XXXX
Az0 16M2 + Nem T6 4 31.4875 |XXXX
Act 12 + Nem T10 5 31.69 XXXX
Aa 25+ Nem + Mic T19 5 32.09 XXXX
CONT MICOR T3 4 34.3625 |XXXX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 34.81 XXXX
Ps 42+ Nem T8 5 35.0 XXXX
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 35.38 XXXX
BA 14 + Nem T5 5 36.43 XXXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 36.7 XXXX
Bac 15Mb + Nem T4 5 36.71 XXXX
DA30 + Nem + Mic T15 5 38.07 XXXX
CONTROL T1 5 38.5 XXX
Aa 25+ Nem T11 5 40.19 XX
BA 14 +Nem + Mico T13 4 40.2125 | XX
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 42.1125 X
8. ANOVA SIMPLE - PFR POR TRATAMIENTO
Resumen Estadistico para PFR
TRATAMIENTO Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de
Variacion
Act 12 + Nem + Mic T18 5 22.598 6.97778 30.8779%
Act 12 + Nem T10 5 23.51 5.666 24.1004%
BA 14 + Nem T5 5 26.11 4.44544 17.0258%
CONT NEMAT T2 5 14.812 3.30987 22.3459%
CONTROL T1 5 30.826 6.31445 20.4842%
Ps 22 + Nem T9 5 24.244 3.2972 13.6001%
Ps 42+ Nem T8 5 19.558 7.88455 40.3137%
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 19.026 5.36001 28.172%
Aa 25+ Nem T11 5 26.532 5.24613 19.7729%
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 26.71 5.86889 21.9726%
Az0 16M2 + Nem T6 5 20.982 6.99062 33.3172%
BA 14 +Nem + Mico T13 4 26.505 4.68416 17.6727%
Bac 15Mb + Nem T4 5 25.702 5.85688 22.7876%
Bac 16M5b + Nem + Mico T12 |5 19.176 2.18924 11.4166%
CONT MICOR T3 5 26.586 8.92998 33.589%
DA 30+ Nem T7 5 22.436 5.56166 24.789%
DA30 + Nem + Mic T15 5 20.796 4.85487 23.3452%
Mico + Nem T20 5 15.268 3.8702 25.3484%
PA 22 + Nem + Mic T17 5 24,919 11.1822 44.8744%
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 21.109 5.26516 24.9427%
Total 9 22.794 6.74062 29.5719%
Tabla ANOVA para PFR por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos |1555.63 19 |81.8755 2.24 0.0070
Intra grupos |2851.66 78 [36.5597
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[Total (Corr.) [4407.29

97|

Pruebas de Multiple Rangos para PFR por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje Duncan

TRATAMIENTO Casos [Media |Grupos Homogéneos
CONT NEMAT T2 5 14812 |X
Mico + Nem T20 5 15.268 |XX
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 19.026 |[XXX
Bac 16M5b + Nem + Mico T12 |5 19.176 | XXX
Ps 42+ Nem T8 5 19.558 | XXX
DA30 + Nem + Mic T15 5 20.796 [ XXX
Az0 16M2 + Nem T6 5 20.982 | XXX
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 21109 XXX
DA 30 + Nem T7 5 22436 |XXXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 22598 | XXXX
Act 12 + Nem T10 5 2351 [ XXXX
Ps22 + Nem T9 5 24.244 | XXX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 24919 | XX
Bac 15Mb + Nem T4 5 25.702 | XX
BA 14 + Nem T5 5 26.11 XX
BA 14 +Nem + Mico T13 4 26.505 | XX
Aa 25+ Nem T11 5 26.532 | XX
CONT MICOR T3 5 26.586 | XX
Azo 16M2 + Nem + Mic T14 4 26.71 XX
CONTROL T1 5 30.826 X

9. ANOVA SIMPLE - PSA POR TRATAMIENTO

Resumen Estadistico para PSA

TRATAMIENTO Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente  de
Variacion
Act 12 + Nem + Mic T18 5 6.28 1.90447 30.3259%
Act 12+ Nem T10 5 4,99 1.46091 29.2767%
BA 14 + Nem T5 5 6.594 1.39765 21.1958%
CONT NEMAT T2 5 3.39 1.05558 31.1381%
CONTROLT1 5 7.2 1.04103 14.4588%
Ps22 + NemT9 5 5.0 1.17633 23.5266%
Ps 42+ Nem T8 5 4.04 1.56621 38.7675%
Aa 25+ Nem + Mic T19 5 5.14 2.53264 49.2731%
Aa 25+ Nem T11 5 6.34 1.77954 28.0684%
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 8.95 0.953939 10.6585%
Az0 16M2 + Nem T6 5 4.84 1.66486 34.3979%
BA 14 +Nem + Mico T13 4 6.475 2.21152 34.1548%
Bac 15Mb + Nem T4 5 5.55 0.552268 9.95078%
Bac 16M5b + Nem + Mico T12 |5 4.03 0.419225 10.4026%
CONT MICOR T3 5 5.08 1.42285 28.0088%
DA 30+ NemT7 5 3.98 0.985901 24.7714%
DA30 + Nem + Mic T15 5 6.87 1.22607 17.8467%
Mico + Nem T20 5 3.88 0.935147 24.1017%
PA 22 + Nem + Mic T17 5 55 2.13219 38.7672%
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Ps 42 + Nem + Mic T16 5 5.38 2.21094 41.0955%

Total 98 5.4298 1.886 34.7342%
Tabla ANOVA para PSA por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P

Entre grupos |162.058 19 |8.52938 3.64 0.0000

Intra grupos |182.969 78 [2.34576

Total (Corr.) |345.027 97

Pruebas de Multiple Rangos para PSA por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO Casos |Media |Grupos Homogéneos
CONT NEMAT T2 5 3.39 X

Mico + Nem T20 5 3.88 XX

DA 30 + Nem T7 5 3.98 XX
Bac 16M5b + Nem + Mic T12 5 4.03 XX

Ps 42+ Nem T8 5 4.04 XX
Azo 16M2 + Nem T6 5 4.84 XXX
Act 12+ Nem T10 5 4,99 XXXX
Ps 22 + Nem T9 5 5.0 XXXX
CONT MICOR T3 5 5.08 XXXX
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 5.14 XXXX
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 5.38 XXXX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 5.5 XXXX
Bac 15Mb + Nem T4 5 5.55 XXXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 6.28 XXX
Aa 25+ Nem T11 5 6.34 XXX
BA 14 +Nem + Mic T13 4 6.475 XXX
BA 14 + Nem T5 5 6.594 XXX
DA30 + Nem + Mic T15 5 6.87 XX
CONTROL T1 5 7.2 XX
Azo 16M2 + Nem + Mic T14 4 8.95 X

Pruebas de Multiple Rangos para PSA por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje Duncan

TRATAMIENTO Casos |Media |Grupos Homogéneos
CONT NEMAT T2 5 3.39 X

Mico + Nem T20 5 3.88 X

DA 30 + Nem T7 5 3.98 XX

Bac 16M5b + Nem + Mic T12 5 4.03 XXX

Ps 42+ Nem T8 5 4.04 XXX
Az0 16M2 + Nem T6 5 4.84 XXXX
Act 12 + Nem T10 5 4,99 XXXXX
Ps 22 + Nem T9 5 5.0 XXXXX
CONT MICOR T3 5 5.08 XXXXX
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 5.14 XXXXX
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 5.38 XXXXX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 5.5 XXXXX
Bac 15Mb + Nem T4 5 5.55 XXXXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 6.28 XXXX
Aa 25+ Nem T11 5 6.34 XXX
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BA 14 +Nem + Mic T13 4 6.475 XX
BA 14 + Nem T5 5 6.594 XX
DA30 + Nem + Mic T15 5 6.87 XX
CONTROL T1 5 7.2 XX
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 8.95 X

10. ANOVA SIMPLE - PSR POR TRATAMIENTO

Tabla ANOVA para PSR por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos 28.6784 19 [1.50939 2.23 0.0072
Intra grupos 52.773 78 [0.676577

Total (Corr.) 81.4514 97

Pruebas de Multiple Rangos para PSR por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO Casos |Media Grupos Homogéneos
Mico + Nem T20 5 2.078 X
CONT NEMAT T2 5 2.132 XX
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 2.51 XXX
Bac 16M5b + Nem + Mic T12 5 2.664 XXXX
Ps 42+ Nem T8 5 2.698 XXXX
Az0 16M2 + Nem T6 5 2.854 XXXX
DA30 + Nem + Mic T15 5 291 XXXX
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 2.936 XXXX
DA 30 + Nem T7 5 2.962 XXXX
Act 12 + Nem T10 5 3.15034 | XXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 3.166 XXX
CONT MICOR T3 5 3.19 XX
Ps 22 + Nem T9 5 3.272 XX
Bac 15Mb + Nem T4 5 3.42 XXX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 3.522 XXX
BA 14 + Nem T5 5 3.55 XX
BA 14 +Nem + Mic T13 4 3.63 XX
Aa 25+ Nem T11 5 3.634 XX
Azo 16M2 + Nem + Mic T14 4 3.74 XX
CONTROL T1 5 4.344 X

Pruebas de Multiple Rangos para PSR por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje Duncan

TRATAMIENTO Casos |Media Grupos Homogéneos
Mico + Nem T20 5 2.078 X

CONT NEMAT T2 5 2.132 X

Aa 25 + Nem + Mic T19 5 2.51 XX

Bac 16M5b + Nem + Mic T12 5 2.664 XX

Ps 42+ Nem T8 5 2.698 XX
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Azo 16M2 + Nem T6 5 2.854 XX
DA30 + Nem + Mic T15 5 291 XX
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 2.936 XX
DA 30+ NemT7 5 2.962 XX
Act 12 + Nem T10 5 3.15034 | XXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 3.166 XXX
CONT MICOR T3 5 3.19 XXX
Ps 22 + Nem T9 5 3.272 XXX
Bac 15Mb + Nem T4 5 3.42 XX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 3.522 XX
BA 14 + Nem T5 5 3.55 XX
BA 14 +Nem + Mic T13 4 3.63 XX
Aa 25+ Nem T11 5 3.634 XX
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 3.74 XX
CONTROL T1 5 4,344 X

11. ANOVA SIMPLE - N° DE FRUTOS POR TRATAMIENTO

Resumen Estadistico para N° DE FRUTOS

TRATAMIENTO Minimo |Méximo |[Rango |Sesgo Estandarizado
Aa 25 + Nem + Mic T19 6.5 75 1.0 0

Aa 25+ Nem T11 9.0 18.0 9.0 1.80379
Act 12 + Nem + Mic T18 6.5 12.0 5.5 0.823597
Act 12 + Nem T10 5.0 115 6.5 0.0356378
Azo 16M2 + Nem + Mic T14 9.0 16.0 7.0 1.61021
Az0 16M2 + Nem T6 55 11.0 55 0.450883
BA 14 + Nem T5 6.5 17.0 105 |1.58436
BA 14 +Nem + Mico T13 55 16.0 105  [1.32499
Bac 15Mb + Nem T4 4.0 115 75 0.0381809
Bac 16M5b + Nem + Mico T12 |6.0 10.0 4.0 0

CONT MICOR T3 8.5 15.0 6.5 1.00643
CONT NEMAT T2 45 75 3.0 0.331618
CONTROL T1 6.5 135 7.0 0.868431
DA 30 + Nem T7 5.0 17.0 120 ]0.331618
DA30 + Nem + Mic T15 6.5 13.0 6.5 -0.70288
Mico + Nem T20 5.0 85 35 -0.222166
PA 22 + Nem + Mic T17 6.5 12,5 6.0 0.938746
Ps 22 + Nem T9 8.0 135 55 -0.54263
Ps 42 + Nem + Mic T16 5.0 13.0 8.0 0.142545
Ps 42+ Nem T8 15 11.5 100  |-0.167062
Total 15 18.0 165  |2.38169
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Resumen Estadistico para N° DE FRUTOS

TRATAMIENTO Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente
de
Variacion
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 7.0 0.353553 5.05076%
Aa 25+ Nem T11 5 11.8 3.54612 30.0519%
Act 12 + Nem + Mic T18 5 8.6 2.32916 27.0833%
Act 12 + Nem T10 5 7.9 2.8592 36.1924%
Az0 16M2 + Nem + Mic T14 4 10.875 3.42479 31.4923%
Az0 16M2 + Nem T6 5 7.9 2.45967 31.1351%
BA 14 + Nem T5 5 10.0 4.10792 41.0792%
BA 14 +Nem + Mico T13 5 8.5 4.62331 54.3919%
Bac 15Mb + Nem T4 5 7.8 3.19374 40.9454%
Bac 16M5b + Nem + Mico T12 |5 8.0 1.76777 22.0971%
CONT MICOR T3 5 11.2 2.36114 21.0816%
CONT NEMAT T2 5 5.9 1.29422 21.9359%
CONTROL T1 5 9.5 2.52488 26.5776%
DA 30+ NemT7 5 10.6 5.17687 48.8384%
DA30 + Nem + Mic T15 5 10.2 2.43926 23.9143%
Mico + Nem T20 5 6.9 1.38744 20.1079%
PA 22 + Nem + Mic T17 5 8.8 2.43926 27.7189%
Ps 22 + Nem T9 5 11.2 2.19659 19.6124%
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 8.9 3.17017 35.6199%
Ps 42+ Nem T8 5 6.8 4.89387 71.9687%
Total 9 8.89899 |3.21189 36.0927%

Pruebas de Multiple Rangos para N°FRUTOS por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO Casos |Media |Grupos Homogéneos
CONT NEMAT T2 5 5.9 X

Ps 42+ Nem T8 5 6.8 XX
Mico + Nem T20 5 6.9 XX
Aa 25 + Nem + Mic T19 5 7.0 XX
Bac 15Mb + Nem T4 5 7.8 XXX
Azo 16M2 + Nem T6 5 7.9 XXX
Act 12 + Nem T10 5 7.9 XXX
Bac 16M5b + Nem + Mic T12 5 8.0 XXXX
BA 14 +Nem + Mic T13 5 8.5 XXXX
Act 12 + Nem + Mic T18 5 8.6 XXXX
PA 22 + Nem + Mic T17 5 8.8 XXXX
Ps 42 + Nem + Mic T16 5 8.9 XXXX
CONTROL T1 5 9.5 XXXX
BA 14 + Nem T5 5 10.0 XXX
DA30 + Nem + Mic T15 5 10.2 XXX
DA 30+ NemT7 5 10.6 XXX
Azo 16M2 + Nem + Mic T14 4 10.875 | XXX
CONT MICOR T3 5 11.2 XX
Ps 22 + Nem T9 5 11.2 XX
Aa 25+ Nem T11 5 11.8 X
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12. ANOVA SIMPLE - GSR POR TRATAMIENTO

Resumen Estadistico para GSR

TRATAMIENTO Recuento  |Promedio |Desviacion Estindar | Coeficiente de Variacion
T11 DA 30 + Nem 5 3.9 0.41833 10.7264%

T 14PA 22 + Nem + Mic 5 4.0 0 0%

T10 DA30 + Nem + Mic 5 38 0.273861 7.20688%

T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 38 0.447214 11.7688%

T13 Ps 42+ Nem 5 3.9 0.547723 14.0442%

T16 Act 12 + Nem + Mic 5 4.0 0 0%

T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 4.0 0 0%

T2 CONT NEMAT 5 4.4 0.547723 12.4482%

T4 Bac 15Mb + Nem + Mico 5 4.0 0 0%

T5 Bac 15Mb + Nem 5 3.8 0.273861 7.20688%

T6 BA 14 +Nem + Mico 4 3.75 0.288675 7.698%

T7 BA 14 + Nem 5 42 0.273861 6.52051%

T9 Azo 16M2 + Nem 5 4.0 0.353553 8.83883%

T1 CONTROL 5 0 0 %

T15Ps 22 + Nem 5 4.0 0 0%

T17 Act 12 + Nem 5 4.1 0.41833 10.2032%

T19 Aa 25+ Nem 5 3.9 0.223607 5.73351%

T20 Mico + Nem 5 4.0 0 0%

T3 CONT MICOR 5 0 0 %

T8 Az0 16M2 + Nem + Mic 4 3.625 0.478714 13.2059%

Total 98 355612  [1.24537 35.0204%

Tabla ANOVA para GSR por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |143.304 19 |7.54231 82.42 0.0000
Intra grupos |7.1375 78 10.0915064

Total (Corr.) |150.441 97

Pruebas de Multiple Rangos para GSR por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO Casos [Media |Grupos Homogéneos
T3 CONT MICOR 5 0 X
T1 CONTROL 5 0 X
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic |4 3625 | X
T6 BA 14 +Nem + Mico 4 3.75 XX
T10 DA30 + Nem + Mic 5 3.8 XX
T5 Bac 156Mb + Nem 5 3.8 XX
T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 3.8 XX
T13 Ps 42+ Nem 5 3.9 XXX
T11 DA 30 + Nem 5 3.9 XXX
T19 Aa 25+ Nem 5 3.9 XXX
T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 4.0 XXX
T9 Azo 16M2 + Nem 5 4.0 XXX
T16 Act 12 + Nem + Mic 5 4.0 XXX
T15 Ps 22 + Nem 5 4.0 XXX
T20 Mico + Nem 5 4.0 XXX
T4 Bac 15Mb + Nem + Mico |5 4.0 XXX
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T 14PA 22 + Nem + Mic 5 4.0 XXX
T17 Act 12 + Nem 5 4.1 XXX
T7BA 14 + Nem 5 4.2 XX
T2 CONT NEMAT 5 4.4 X

13. ANOVA SIMPLE - N° HUEVOS+ J2/G RAIZ POR TRATAMIENTO

Resumen Estadistico para N° HUEVOS+ J2/g raiz

El StatAdvisor

Pruebas de Mltiple Rangos para N° HUEVOS+ J2/g raiz por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO Casos [Media  |Grupos Homogéneos
T1 CONTROL 5 0 X

T3 CONT MICOR 5 0 X

T8 Az0 16M2 + Nem + Mic |4 3.0405 X

T10 DA30 + Nem + Mic 5 3.157 XX

T19 Aa 25+ Nem 5 3.1696 XX

T5 Bac 15Mb + Nem 5 3.1888 XX

T9 Azo 16M2 + Nem 5 3.2164 XXX

T13 Ps 42+ Nem 5 3.239 XXX
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TRATAMIENTO Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de
Variacion
T11 DA 30 + Nem 5 3.239 0.347777 10.7372%
T 14PA 22 + Nem + Mic 5 3.3594 0.348003 10.3591%
T10 DA30 + Nem + Mic 5 3.157 0.167437 5.30366%
T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 3.3134 0.227417 6.86354%
T13 Ps 42+ Nem 5 3.239 0.347777 10.7372%
T16 Act 12 + Nem + Mic 5 3.28 0.178237 5.43406%
T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 3.2806 0.121763 3.71162%
T2 CONT NEMAT 5 3.6686 0.12911 3.51932%
T4 Bac 15Mb + Nem + Mico |5 3.3136 0.121001 3.65165%
T5 Bac 15Mb + Nem 5 3.1888 0.147766 4.6339%
T6 BA 14 +Nem + Mico 4 3.27225 |0.186216 5.69075%
T7 BA 14 + Nem 5 3.3384 0.0643879 1.9287%
T9 Azo 16M2 + Nem 5 3.2164 0.180431 5.60971%
T1 CONTROL 5 0 0 %
T15PA 22 + Nem 5 3.3298 0.0484995 1.45653%
T17 Act 12 + Nem 5 3.5232 0.250418 7.10769%
T19 Aa 25+ Nem 5 3.1696 0.218889 6.90588%
T20 Mico + Nem 5 3.4566 0.173856 5.02967%
T3 CONT MICOR 5 0 0 %
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic |4 3.0405 0.213411 7.01895%
Total 98 2.96549 |1.02918 34.7053%
Tabla ANOVA para N° HUEVOS+ J2/g raiz por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |99.614 19 [5.24284 130.64 0.0000
Intra grupos [3.13025 78 10.0401315
Total (Corr.) [102.744 97




T11 DA 30 + Nem 5 3.239 XXX
T6 BA 14 +Nem + Mico 4 3.27225 | XXXX
T16 Act 12 + Nem + Mic 5 3.28 XXXX
T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 3.2806 XXXX
T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 3.3134 XXX
T4 Bac 15Mb + Nem + Mico (5 3.3136 XXX
T15PA 22 + Nem 5 3.3298 XXX
T7BA 14 + Nem 5 3.3384 XXX
T 14PA 22 + Nem + Mic 5 3.3594 XXX
T20 Mico + Nem 5 3.4566 XXX
T17 Act 12 + Nem 5 3.5232 XX
T2 CONT NEMAT 5 3.6686 X

14. ANOVA SIMPLE - %CM POR TRATAMIENTOS

Resumen Estadistico para %6CM

TRATAMIENTOS Recuento [Promedio |Desviacion |Coeficiente |Minimo
Estandar de Variacion
T10 DA30 + Nem + Mic 5 75.316 10.4196 13.8345% |57.35
T20 Mico + Nem 5 50.27 4.81662 9.58149%  |44.59
T3 CONTROL MICORRIZA 5 86.558 10.8982 12.5906% |77.05
T4 Bac 15Mb +NEM+Mic 5 68.44 17.7252 25.8988%  |54.69
T6 Bac 14 +Nem + Mic 5 63.104 5.25792 8.33215%  [56.9
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 5 69.488 9.86632 14.1986% |57.69
T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 75.278 6.00507 7.97719% |68.06
T14 PA 22 + Nem + Mic 5 57.908 10.4771 18.0927%  |45.83
T16 Act 12 + Nem + Mic 5 66.938 6.83208 10.2066%  |59.18
T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 58.26 4.15217 7.12696%  |53.62
Total 50 67.156 13.1782 19.6232%  |44.59
Tabla ANOVA para %CM por TRATAMIENTOS
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
Entre grupos 4911.72 9 |545.747 6.07 0.0000
Intra grupos 3597.84 40 |89.9459
Total (Corr.) 8509.56 49

Pruebas de Multiple Rangos para %CM por TRATAMIENTOS

Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos |Media |Grupos Homogéneos
T20 Mico + Nem 5 50.27 X

T14 PA 22 + Nem + Mic 5 57.908 |XX

T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 58.26 XX

T6 Bac 14 +Nem + Mic 5 63.104 | X

T16 Act 12 + Nem + Mic 5 66.938 | XX

T4 Bac 15Mb +NEM+Mic 5 68.44 XX

T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 5 69.488 | XX

T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 75.278 XX
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T10 DA30 + Nem + Mic

75.316

XX

T3 CONTROL MICORRIZA

6]

86.558

15. ANOVA SIMPLE - N° ESPORAS/G SUELO SECO POR TRATAMIENTOS

Resumen Estadistico para N° ESPORAS/g suelo seco

TRATAMIENTOS Recuento |Promedio |Desviacion Coeficiente  de|[Minimo
Estandar Variacion
T15 DA30 + Nem + Mic 5 22.848 10.1226 44.3043% 15.93
T20 Mico + Nem 5 10.176 0.740459 7.27653% 9.25
T3 CONTROL MICORRIZA |5 12.214 0.692373 5.66868% 11.18
T12 Bac 15Mb +NEM+Mic 5 11.068 1.80103 16.2724% 9.59
T13 Bac 14 +Nem + Mic 5 13.896 2.29478 16.514% 11.53
T14 Azo 16M2 + Nem + Mic |5 12.59 2.34961 18.6625% 8.81
T16 Ps 42 + Nem + Mic 5 13.656 1.9637 14.3798% 10.75
T17 PA 22 + Nem + Mic 5 14.658 3.33593 22.7584% 10.1
T18 Act 12 + Nem + Mic 5 11.688 2.30624 19.7316% 8.49
T19 Aa 25 + Nem + Mic 5 16.11 5.2142 32.3662% 8.16
Total 50 13.8904  [5.04002 36.2842% 8.16
Tabla ANOVA para N° ESPORAS/g suelo seco por TRATAMIENTOS
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F |Valor-P
Entre grupos 584.62 9 [64.9578 3.94 0.0012
Intra grupos 660.068 40 (16.5017
Total (Corr.) 1244.69 49

Pruebas de Multiple Rangos para N° ESPORAS/g suelo seco por TRATAMIENTOS

Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos |Media |Grupos Homogéneos
T20 Mico + Nem 5 10.176 |X
T12 Bac 15Mb +NEM+Mic 5 11.068 |XX
T18 Act 12 + Nem + Mic 5 11.688 | XX
T3 CONTROL MICORRIZA 5 12.214 | XX
T14 Azo 16M2 + Nem + Mic 5 12.59 XX
T16 Ps 42 + Nem + Mic 5 13.656 |XX
T13 Bac 14 +Nem + Mic 5 13.896 |XX
T17 PA 22 + Nem + Mic 5 14.658 | XX
T19 Aa 25 + Nem + Mic 5 16.11 X
T15 DA30 + Nem + Mic 5 22.848 X
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16. ANOVA SIMPLE - %CM POR TRATAMIENTOS

Resumen Estadistico para %6CM

TRATAMIENTOS Recue [Promedio | Desviacién Coeficiente | Minimo
nto Estandar de
Variacion

T10 DA30 + Nem + Mic 5 75.316 10.4196 13.8345% |57.35
T20 Mico + Nem 5 50.27 4.81662 9.58149% |44.59
T3 CONTROL MICORRIZA 5 86.558 10.8982 12.5906% |77.05
T4 Bac 15Mb +NEM+Mic 5 68.44 17.7252 25.8988% |54.69
T6 Bac 14 +Nem + Mic 5 63.104 5.25792 8.33215% |[56.9
T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 5 69.488 9.86632 14.1986% |57.69
T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 75.278 6.00507 7.97719% |68.06
T14 PA 22 + Nem + Mic 5 57.908 10.4771 18.0927% |45.83
T16 Act 12 + Nem + Mic 5 66.938 6.83208 10.2066% |59.18
T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 58.26 4.15217 7.12696% |53.62
Total 50 67.156 13.1782 19.6232% |44.59
Tabla ANOVA para %CM por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Raz6n-F |Valor-P
Entre grupos 4911.72 9 |545.747 6.07 0.0000
Intra grupos 3597.84 40 (89.9459

Total (Corr.) 8509.56 49
Pruebas de Multiple Rangos para %CM por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos [Media |Grupos Homogéneos

T20 Mico + Nem 5 50.27 X

T14 PA 22 + Nem + Mic 5 57.908 |XX

T18 Aa 25 + Nem + Mic 5 58.26 XX

T6 Bac 14 +Nem + Mic 5 63.104 | X

T16 Act 12 + Nem + Mic 5 66.938 | XX

T4 Bac 15Mb +NEM+Mic 5 68.44 XX

T8 Azo 16M2 + Nem + Mic 5 69.488 | XX

T12 Ps 42 + Nem + Mic 5 75.278 XX

T10 DA30 + Nem + Mic 5 75.316 XX

T3 CONTROL MICORRIZA 5 86.558 X

17. ANOVA SIMPLE - N° ESPORAS/G SUELO SECO POR TRATAMIENTOS
Tabla ANOVA para N° ESPORAS/g suelo seco por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F |Valor-P
Entre grupos 584.62 9 [64.9578 3.94 0.0012
Intra grupos 660.068 40 |16.5017

Total (Corr.) 1244.69 49
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Pruebas de Multiple Rangos para N° ESPORAS/g suelo seco por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos [Media |Grupos Homogéneos
T20 Mico + Nem 5 10.176 |X
T12 Bac 15Mb +NEM+Mic 5 11.068 | XX
T18 Act 12 + Nem + Mic 5 11.688 |XX
T3 CONTROL MICORRIZA 5 12214 [XX
T14 Azo 16M2 + Nem + Mic 5 12.59 XX
T16 Ps 42 + Nem + Mic 5 13.656 |XX
T13 Bac 14 +Nem + Mic 5 13.896 |XX
T17 PA 22 + Nem + Mic 5 14,658 [ XX
T19 Aa 25 + Nem + Mic 5 16.11 X
T15 DA30 + Nem + Mic 5 22.848 X
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ANEXO 2: TABLAS

1) Resultado de Vitamina C

Facultad de Industrias Alimentarias

Laboratorio de Analisis Fisico-Quimico de Alimentos

INFORME DE ENSAYOS

Ne 30-10-13
Producto : Aguaymanto
Marca 2s/m
Identificacion de muestra : T1, T2, T3
NUmero de muestras 13
Cantidad recibida : 30g aprox. de muestra proporcionada por el solicitante
Forma de presentacién  : 03 Tapers de plastico
Fecha de recepcion
Ensayo solicitado : Det. De vitamina C
Resultados:
N° de muestras Ensayos Resultados
o T2 + Determinacién de 6.23mg/100g
vitamina C
e T3 + Determinacion de 30.95mg/100g
vitamina C
e TI19 + Determinacion de 6.29mg/100g
vitamina C

Meétodos utilizados en el laboratorio: 1. Determinacion de vitamina C segun la AOAC 967.21
Fecha de realizacion de los ensayos: del 20/09/113 al 25/09/13
La Molina, 10 de Octubre del 2013
Ing. Mg Sc Carlos Elias Pefiafiel
Jefe del Laboratorio de Analisis
Fisico-Quimico de Alimentos

FIAL-UNALM
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ANEXO 3: FIGURAS

1) Resultado de caracterizacion de suelos

Soficitante

Departamento
Distrito
Referencia

 LIMA

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRA
FACULTAD DE AGRONOMIA < WAN
LABORATORIO DEANALISIS DE SUELOS, FLA N

ANALISIS DE SUELOS

KATTY OGATA

LA MOLINA
HR. 40855-055C-13
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2) Fotografia a 100X de esporas de endomicorrizas.

4) Fotografia del proceso del conteo del nematodo M.incognita en el laboratorio de Nematologia
UNALM.
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5) Fotografia de nddulos dentro de las raices del nematodo de M.incognita.

6) Fotografia con aumento 100X de neméatodo de M.incognita en su estado juvenil y huevo
extraidos de las raices infectadas.

7) Almaciguera de plantulas de aguaymanto micorrizadas.
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8) Fotografia del ensayo en invernadero a las 2 semanas del transplante
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8) Fotografia del efecto de bacterias PGPRs y hongos micorricicos en el control del neméatodo en
invernadero sobre su desarrollo.

(A)T20 (B) T2 (C) T10 (D) T1 control
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