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INTRODUCCION

Un nimero importante de hongos y nematodos litepatigenos puaden sabrevivir prolongadamente en el suelo, bien mediante estrucluras es-
pecializadas (p.ej., clamidosporas, microesclerocios, quistes, rizomorfos, ete.) que permanecen libres y quiescentes en el ambiente edalico
hasta que son estimuladas por las actividades & un potencial huésped, o merced a su capacidad de crecimiento saprofitico en ausencia de és-
te (p.ej., hongos necrotrofos facultatives). Dichos agentes infectan tejidos subterrdneos de la planta susceplible (p.gj., raices, hipocotilo, co-
tiledones seminales) y causan enfermedades te gran significacian para la produccion agricola por la magnitud de las pérdidas que ocasionan
y la dificultad para combatirlas eficientemente, como son las Agallas radicales (Mefoidogyne spp. ), Lesiones necriticas y Podredumbres del
sistema radical (p.ej., Fusarium spp, Phytophthora spp., Pratylenchus spp.), Marchiteces vasculares (p.ej., Fusarium oxysporum i, sp., Ver-
ticillium spp.), Muerte de plantulas (p.ej., Pytiium spp., Rhizoctonia sofani) y Quistes radicales (Glabodera spp.. Heterodera spp.)

La complejidad del ecosistema edafico, y en particular de |as enfermedades que afectan al sistema radical de la planta, dificultan el control
eficiente de éstas y delimitan que las acciones y medidas mdas adecuadas para ello deban ser de naturaleza preventiva y requieran su aplica-
cidn en una estrategia de cantrol integrado; y, en amhos casos, obedezcan a toma de decisiones basadas en el conocimiento e informacidn dis-
ponibles acerca de las caracteristicas del patosistema en cuestion.

Uno de los elementos basicos de dicho conocimiento e informacién concierne a la relacién entre la cantidad de enfermedad que se desarrolla
y el potencial del indculo en el suelo (sensu Garret). En esta Ponencia se analizan {as relaciones entre la densidad y virulencia del indculo (dos
de los componentes del concepto anterior) y 1a cantidad de enfermedad, utilizando como modelo los patosistemas Fusarium oxysporumf.sp.
ciceris/garbanzo y Verticilliun dahliae/algoddn, asi como casos seleccionados de nematodos fitopatdgenos.

Distribucion y muestreo de propagalos de hongos
y nematodos en el suelo

*

Cuantificar el in6culo de patégenos residente en el suelo requiere un plan ade-
cuado para el muestreo de éste, asi como procedimientos para la separacion,
aislamiento, identificacidn y valoracion de la viabilidad de los propagalos ca-
paces de completar la infeccién de los tejidos vegetales. El plan de muestreo del
suelo previo a su anélisis debe considerar la distribucién espacial de los pro-
pagalos y llevarse a cabo en relacién con ef estado del cultivo en que aquélios
pueden actuar como in6culo primario, de manera que la informacién propor-
cionada por el analisis pueda ser interpretada epidemiol6gicamente. La impor-
tancia de tales aspectos ha sido reconocida en la investigacién epidemiolégica
reciente a fin de mejorar el muestro y cuantificacién de hongos y nematodos
fitopatdgenos en el suelo (2, 7).

De los tres patrones de distribucién espacial de propagalos posibles en el sue-
lo (agregada, aleatoria o uniforme), los hongos y nematodos fitopatdgenos suelen

presentar, en general, una distribucion agregada en el perfil de suelo que explora
¢l desarrollo radical de los cultivos. Esta distribucidn puede resultar de la intro-
duccién del patgeno en suelos libres de él con el material de plantacién (semillas,
plantulas y plantones infectados; o substratos infestados) y el cultivo subsiguien-
te y repetido de plantas susceptibles; ejemplos relevantes de dicho proceso son la
introduccién de Difylenchus dipsacien semilla de ajo, alfalfa y cebolla (9) y de quis-
tes de Globodera spp. en la patata de siembra (33), 0 la utilizaci6n de semillas de
garbanzo infectadas por £. oxysporum{.sp. cicerisy plantones de oivo infectados
por V. dahliae. La distribucion espacial de los propagalos se ha estudiado princi-
palmente mediante andlisis de indices de dispersion o de la distribucién de fre-
cuencias del ndmero de aquélios por unidad de suelo (p.ej., 24); pero recientemente
se comienzan a realizar andlisis de autocorrelacion espacial y emplear métodos ge-
oestadisticos, a fin de corfegir las deficiencias de los primeramente referidos al de-
sestimar la posici6n relativa de las zonas muestreadas en el suefo. Utilizando estos
Gitimos procedimientos, Bejarano Alcdzar y Jiménez Dfaz (5) concluyeron que V.
dahliae presentaba una distribucién agregada en el suelo de parcelas de algodén
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en Andalucfa y que el nivel de agregacidn variaba entre ellas, de manera que fa agre-
gacién tenfa un patrén aleatorio € isotrépico en unas parcelas pero agrupado y
variable segdn la direccion de cultivoen otras.

La adecuaci6n del plan de muestreo a la distribucion de los propagalos del
patégeno en el suelo no es f4cil de satisfacer. Una de las opciones adoptadas
con frecuencia es el muestreo sistemético (i.e., a intervalos fijos), que puede ser
uno de los mds convenientes para asequrar que cualquier zona del suelo es
muestreada, independientemente de la magnitud de la infestacion (22). No obs-
tante, la eleccion de los puntos de muestreo depender4 del cultivo y obijetivos
dei mismo, y puede hacerse completamente al azar, o segdn un patron en X,
de zig-zag, en lineas paralelas a una diagonal, etc. en parcelas con plantas
herbaceas o sin cultivo, o alrededor del tronco de varios &rboles (incluyendo zo-
nas externas e internas del 4rea de la copa) (21). Asimismo, la profundidad de
la toma de muestras en el perfil del suelo debe tener en cuenta la naturaleza
del patégeno; p.sj., la mayoria de nematodos fitopatégenos se distribuyen en
el perfil 0-30 cm, pero para determinados patosistemas, como los nematodos
transmisores de virus/vid, nematodos anillados/frutales, esta distribucién pue-
de alcanzar los 50-70 ¢cm de profundidad (22).

Cuantificacion de la densidad de indculo de
hongos y nematodos en el suelo

Existen numerosos métodos para cuantificar el indculo de patégenos que resi-
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den en el suelo (6, 29), pero la decision respecto de cual es el mas adecuado en
un caso determinado debe considerar e propésito original para el que fue di-
sefiado y el objetivo particular para el que va a ser utilizade. En cualquier caso,
antes de su adopcidn se deben valorar criticamente su fiabilidad (capacidad
relativa para identificar el patégeno diana correctamente), reproducibilidad
(capacidad relativa para proporcibnar resultados similares en an4lisis repetidos
de una muestra), exactitud (proximidad del valor obtenido respecto del real) y
eficiencia (coste por unidad de la informaci6n obtenida).

Nematodos

La extraccion de nematodos por centrifugacion (10) es considerado el método
més adecuado para determinar la densidad de inéculo de nematodos fitopatdge-
nos en el suelo, debido a su rapidez, posibilidad de cuantificacién, independen-
cia de la especie de nematodo y tipo de suelo, y robustez en relacion con el
operador. En muchas ocasiones, el indculo diana consiste en huevos libres o ju-
veniles de segunda edad, que hace précticamente imposible la identificacion es-
pecifica del organismo. En estos casos, dicho diagnéstico especifico requiere que
con posterioridad se realicen estudios microbiolGgicos (i.e., morfologia y mor-
fometrfa de estados adultos, ensayos de patogenicidad sobre huéspedes dife-
renciales), que eventualmente conducirén a la identificacién especifica e incluso
permitiran determinar las variantes patogénicas del nematodo (p.ej., razas pato-
génicas de D. dipsaci y Meloidogyne spp., patotipos de Globodera spp.). Ade-
més, el diagnéstico morfol6gico debe ser complementado en ocasiones por andlisis
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de naturaleza bioquimica (andlisis de isoenzimas) o molecular (secuenciacion de
regiones ITS) (8) para asegurar la identidad particular del agente.

Hongos )

La cuantificacion de las poblgciones de hongos fitopat6genos en el suelo se
ha basado fundamentalmente en el aislamiento de éstos mediante diluciones de
la muestra de suelo dispersadas sobre medios semiselectivos en placas petri, y
fa identificacion de las colonias que se desarrollan tras su incubaci6n a tem-
peraturas Optimas para la especie diana. Obviamente, la utilidad de tales proce-
dimientos exige asociacion inequivoca entre las caracteristicas morfol6gicas de
valor taxonémico en las colonias y las de patogenicidad del hongo; por lo cual
no son validos para las formas especiales de Fusarium oxysporum -que com-
parten morfologia con los aislados no patogénicos de la especie que prevalecen
en el suelo-, con la excepci6n de casos como la raza 4 de F. oxysporum{.sp.
cubense cuyas colonias laciniadas en ¢l medio de Komada modificado son cla-
ramente diagndsticas (31).

Enel caso de V. dahliae, los métodos al uso para dicha cuantificacién pue-
den servir de ejemplo de los que han tenido més éxito y amplia adopci6n para
tal fin, e incluyen el famizado en seco o de Andersen -por el que una muestra de
suelo desecado a temperatura ambiente y molido para constituir un polvo fino
es distribuida a presién sobre el medio de Sorensen que contiene poligalactu-
ronato sédico (PGS) (método Andersen)- y el método del famizado himedo, en
el que la referida muestra de suelo molido se suspende en agua, se tamiza en-
tre tamafios de malla que retienen particulas entre 35 y 150 micras y las parti-
culas retenidas y suspéndidas en agua seAdistribuyen sobre el medio anterior.
La incubacion de los cultivos a 23-25°C durante no menos de 2 semanas per-
mite identificar fas colonias de V. dahliae que se desarrollen y referir el ndme-
ro de elias al de microesclerocios en la muestra de suelo analizada. La amplia
adopci6n de dichos métodos no les exime de dificultades que pueden cuestio-
nar su uso sin fas oportunas precauciones; por ejemplo, Termorshuizen (32) en-
contré amplia variabilidad en los resultados de diferentes laboratorios del anélisis
de muestras comunes. de suelo de variada naturaleza por el método Andersen.
Dicha variabilidad puede ser asociada, en parte, a inexactitud en la identifica-
cion de las colonias de V. dahliae, que pueden ser confundidas con las de ofras
especies préximas (p.ej., V. fricorpus) si el observados no posee el entrena-
miento adecuado. Una dificultad adicional puede derivarse de la disponibili-
dad y calidad de los componentes del medio semiselectivo necesario para los
dos métodos de andlisis anteriores. Zabir ef al. (36) han resaltado la pérdida
de eficacia que origina el uso en el medio de Sorensen del formulado P-3889
de PGS, con el que el proveedpr ha reemplazado recientemente el formulado P-
1897 que existfa anteriormente en el mercado; afonunadamezlte, la adicion de
NaOH 0,025N corrige satisfactoriamente el problema.

Ademés de las restricciones indicadas antes para el caso de F. oxysporum
ff.sp., la cuantificacién del indculo de hongos fitopatégenos en el suelo basa-
da en las tecnologfas microbiol6gicas referidas es costosa en tiempo y recur-
s0s, y en {a mayoria de los casos no permiten diferenciar a los variantes
patogénicos de aquéltos. Una de Tas expectativas respecto de la aplicacién de la
biotecnologia microbiana pafaia"pUes'ta én pr'éética de estrategias de control in-
tegrado de enfermedades, concierne fa utilizaci6n de marcadores moleculares
(sondas de ADN, amplicones producidos en andlisis PCR, etc.) especficos de
los variantes patogénicos para la deteccién y cuantificacién de los mismos en
el suelo, y con ello su utilizacién con fines diagnésticos y predictivos. Las in-
vestigaciones de nuestro Grupo (AGR-136 Sanidad Vegetal) para la caracteriza-
cién molecular y genética de las poblaciones de F. oxysporum1.sp. cicerisy V.
dahiiae, han desarrollado tecnologias basadas en la PCR para el diagnéstico es-
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Figura 1. Curvas de incremento de Verticilosis en algoddn cv. Coker 310 en
las Marismas del Guadalquivir, segin la densidad de indculo de
microesclerocios de los patotipos defoliante (A-C, 1986; A-2 a B-4, 1987) y
no defoliante (D-E, 1986; D, 1987) de Verticillium dahliae en el suelo.

pecffico de la forma especial y sus razas patogénicas en el primer caso, y de los
patotipos defoliante y no-defoliante de V. dahiiae, con las que es posible [a iden-
tificacién inequivoca -pero no su cuantificacién- de las variantes de! patogeno
correspondiente a partir de ADN extraido de su micelio (19, 25) y del suelo in-
festado (14, 26). Dichas tecnologias son de utilidad para caracterizar patogéni-
camente las colonias que se desarrollen en los andlisis basados en la dilucidn
de suelo en placas petri, en tanto que en las investigaciones en curso desarro-
llemos modificaciones en los procedimientos de anélisis que aseguren la cuan-
tificacién del ADN de los variantes patogénicos extraido del suelo y determinemos
su relacién con el inéculo de ellos en el suelo.

Relacion entre densidad de indculo y cantidad de
enfermedad

La relacién que pueda existir entre la densidad de in6culo (DI) del patégeno de-
terminada en los an4lisis de suelo y la cantidad de enfermedad (CE) esperada -
y eventualmente la.magnitud del perjuicio que ésta puede causar en el cultivo-
ha sido objeto de investigacion para desarrollar modelos funcionales entre ellas
y generado intensas controversias entre los fitopat6logos estudiosos de la epi-
demiologfa de enfermedades del sistema radical (p-gj., 1), porque en definitiva
es la que determina la posibilidad de tomar decisiones con vistas a las estrate-
gias de control integrado de aquéllas. La complejidad del tema dificulta la tras-
lacién inmediata al ambiente natural de Ias relaciones CE-Di desarrolladas en
experimentos en ambiente controlado —i.e., en los que se mantienen constantes
y estandarizados los pardmetros ambiente y planta susceptible=, por la hetero-
geneidad que pueden presentar los factores que influyen sobre ellas —genotipo
vegetal, condiciones ambientales, variante patogénico prevalente en el suelo—
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Figura 2. Curva de incremento en el tiempo de un indice de intensidad de
Fusariosis Vascular en el ¢v. P2245 de garbanzo desarrollado en suelo
infestado con diferentes densidades de indculo de las razas 0 (A) y 5 (B) de
Fusarium oxysporumt. sp. ciceris. Cada punto es media de los valores
calculados con datos de cuatro bloques al azar de 12 plantas cada uno. La
linea continua representa la curva de incremento de enfermedad calculada
por regresion no lineal de los datos experimentales al modelo de Gompertz.

en fos diferentes lugares de aplicacion. Por ejemplo, 10 microesclerocios (ms)
de V. dahliag/ g de suelo son suficientes para una incidencia de 50% de Verti-
cilosis en coliflor (35), mientras que en tomate esta incidencia se alcanza con
0,5ms/g y 6 ms/g de suelo causan 100% de enfermedad (15) y en fresa esta
misma incidencia se produce con 2 ms/g de suelo (16).

Nematodos

En neman/todo:s‘%pﬁégenos, Ia relacién CE-DI (n° de huevos y/o juveniles de
segunda edad/cm3 de suelo) mas ampliamente aceptada entre las varias que se
han descrito, y qﬁe mejor expresa el resultado de su interacci6n con plantas cul-
tivadas, es la denominada curva de Seinhorst: y=m 1 (1-m) 27, donde y= cre-
cimiento o productividad relativa de la planta, m = crecimiento o productividad
minimos con elevadas densidades de in6culo; Z = una constante < 1 con 27 =
1,05, T=umbral de tolerancia (méxima densidad de indculo que no origina pér-
dida de crecimiento o productividad); y P= densidad de indculo inicial en el sue-
o (13, 28). No obstante, tanto la diversidad en la gama de plantas huésped'deI
nematodo, como la diversidad patogénica que caracteriza a varias de las espe-
cies de mayor relevancia fitopatol6gica (p.ej., 30 razas en D. dipsaci, 4 en Me-
loidogyne incognita, 2 en M. arenaria, 16 en Heferodera glycines, 5 patotipos en
Globodera rostochiensis, y 5 biotipos en Tylenchulus semipenelrans) (17, 18,
27, 28), pueden influir sobre dicha relacién. Asf, por ejemplo, el valor del um-
bral Tvarfa entre especies de nematodos y los variantes patogénicos de éstas.
Ejemplo de ello son los valores Tde Meloidogyne incognita en tomate, T=3,3
(12) y berenjena, T= 0,054 (11); y los que caracterizan las infecciones de cafe-
to por M. incognita (T= 2,09} y M. javanica (T=1,34) (34).
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Figura 3. Histograma del indice de intensidad final de Fusariosis Vascular en
el cv. PV 61 de garbanzo desarrollado en suelo infestado con diferentes
densidades de indculo (DI} de las razas 1A, 1B/C y 5 de Fusarium oxysporum
f. sp. ciceris. Cada barra es media de los valores calculados con datos de
cuatro hlogues al azar de 12 plantas cada uno 48 dias después de la
inoculacidn.

Hongos

La influencia de las diferencias en virulencia asociadas a los variantes patogéni-
¢os, sobre las relaciones CE-DI en hongos fitopatégenos, son claramente ilus-
tradas en los patosisternas V. dahliag/algoddn y F. oxysporum1.sp. ciceris/garbanzo.
Bejarano Alcézar et al. (3) estudiaron ef desarrollo de Verticilosis en parcelas de
algoddn ‘Coker 310" en las Marismas del Guadalquivir infestadas de forma natu-
ral con diferentes densidades de inculo de los patotipos defoliante (D) o no de-
foliante (ND) de V. dahliae, y concluyeron que el progreso de la cantidad de
enfermedad en el tiempo es adecuadamente descrito por modelos de regresion li-
neal simple, independientemente de la densidad de indculo y patdiipo de V. dah-
liae presentes en el suelo (Figura 1). Sin embargo, en parcelas con similar densidad
de indculo de uno y ofro patotipo, el desarrollo de la Verticilosis comenzé antes
y progresé con una tasa 1,6 a 1,7 veces mayor en suelo infestado con el patotipo
D que en parcelas infestadas con ¢! patotipo ND; o en otros términos, densida-
des de inéculo de 2 a 8 ms/g suelo seco del patotipo D determinaron tasas de pro-
greso e incidencias final de enfermedad (68-99%) simitares a las originadas por
275 a 34 ms/g suelo seco del patotipo ND. Tales diferencias en los pardmetros
que describen el desarrollo epidémico de la Verticilosis repercuten significativa-
mente sobre los componentes del rendimiento del cultivo, ya que tanto el n° total
de cpsulas desarrolladas, como el de capsulas abiertas y el rendimiento en fibra,
estan positiva y negativamente correlacionados, respectivamente, con el tiempo
desde la siembra hasta que se inicia la epidemia y la tasa de progreso de ella (4).
Similarmente, ademds de la patogenicidad cultivar-especifica que las caracterizan
las razas de F. oxysporum . sp. ciceris también difieren en virulencia sobre cul-
tivares suscéptibles de garbanzo, lo cual incide claramente en las relaciones CE-
DI en 1a Fusariosis Vascular. Asf,-a temperatura 6ptima para el desarrollo de la
enfermedad, 25°C, bastaron 6-50 clamidosporas (cis)/g de suelo de la raza 5 (pa-
totipo de Marchitez) para causar una reaccion-severa en el cv. P 2245, pero fue-
ron necesarias 20.000 cls/g de suelo de la raza 0 (patotipo de Amarillez) para causar
jgual cantidad de enfermedad en el mismo cultivar (23) (Figura 2). Asimismo,
cuando la virulencia de la raza 1B/C (patotipo de Amarillez) se compar6 con.la
de las razas 1Ay 5 (patotipo de Marchitez) en el cv. PV 61 (resistente a la raza
0), la maxima cantidad de enfermedad se alcanz6 con 1.000 cls/g de suelo de la
raza 5y 5.000 cls/g de suelo de la raza 1A, pero una densidad de indculo de 5.000
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cls/g de suelo de la raza 1B/C originé una cantidad de enfermedad equivalente a
la producida por 1.000 cls/g de suelo de la raza 1A (20} (Figura 3).

Necesidades y conclusiones

La puesta en préctica de programas de control integrado de enfermedades del
sistema radical de las plantas, como medio para satisfacer Ia creciente deman-
da de una agricultura eficiente y ambientalmente respetuosa, constituye un re-
to importante para los fitopat6logos ya que el establecimiento de estrategias
de control adecuadas depende de su conocimiento de la ecologia de los pat6-
genos y a epidemiologia de las enfermedades que causan. A pesar del progre-
s0 que se ha alcanzado durante los Gltimos afios, para la mejor comprensién de
la epidemiologia de dichas enfermedades siguen siendo necesarios estudios que
mejoren nuestra capacidad de cuantificar el inculo de los patégenos en el sue-
loy la relaci6n que guarda su densidad con la cantidad de enfermedad, a fin
de poder llevar a cabo acciones predictivas en la toma de decision sobre estra-
tegias de control integrado. Tales estudios deben tener necesariamente un com-
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