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Introduccion

I. INTRODUCCION

La vid es uno de los cultivos con mayor extension en el mundo, pero es la
cuenca mediterranea la zona que tiene mayor riqueza y tradicién en el cultivo.
Espafia ocupa el primer lugar del mundo en superficie, con mas de un millén de
hectareas que representan mas del 7% de las tierras cultivadas, siendo
ademas el 3* cultivo en extension en nuestro pais, después de los cereales y
el olivar. Segun datos publicados por el MARM (2009) referentes al afio 2008,
la superficie en plantacion regular de vifiedo es de 1.109.049 ha, dedicandose
1.088.334 ha para vinificacion y 18.221 ha para el consumo como uva de
mesa. Sin embargo, la produccion se encuentra muy por debajo de la media
mundial y europea (Tabla 1), esto se puede deber, no solo a las condiciones
climaticas, tipos de suelo, variedades cultivadas en cada zona, sino también,
en gran parte, al estado sanitario de los vifiedos y a las técnicas empleadas en
el manejo agronémico del cultivo.

Tabla 1. Superficie y produccion mundial de la vid, afio 2009.

Pais Superficie (.000 ha) Pais Produccién (.000.000hl)
Espana 1113 Italia 47,7
Francia 840 Francia 45,6
Italia 818 Espania 35,2
Turquia 505 EE UU 20,6
China 470 Argentina 12,1
EE UU 398 China 12,0
Iran 330 Australia 11,6
Portugal 243 Chile 9,9
Argentina 228 Sudafrica 9,8
Rumania 206 Alemania 9,2
Chile 200 Rusia 7,0
Australia 173 Rumania 6,7

OIV.2010.0rganizacion de la Vifia y el Vino.

Entre los factores que actualmente determinan los bajos rendimientos de la vid
se encuentran las enfermedades producidas por nematodos y virus, que son el
objetivo fundamental de nuestro trabajo, llevando a cabo el estudio de su
epidemiologia y la busqueda de alternativas de manejo. Es dificil estimar el
porcentaje de pérdidas ocasionadas por estos patdbgenos, pero esta
demostrada su importancia en la produccién de la vid, y en la calidad de esta,
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tanto en uva de mesa como de transformacion, asi como en la duracion de la
vida productiva de las plantaciones.

Analizando la informacion del Grupo de Trabajo de Sanidad Vegetal del Vifiedo
(1987, 1988, 1999, 2001), perteneciente al MAPA, a lo largo de los ultimos 25
anos, se encuentra que entre las plagas y enfermedades que afectan al vifiedo, ya
en el ano 1987 consideraban, que las mas generalizadas eran sobre todo: “las
virosis problema grave sobre las cuales los viticultores tenian un gran
desconocimiento, tanto de los agentes causantes de estas enfermedades
como de las medidas de control que se deben aplicar para prevenir y reducir
los efectos que causan en el vinedo”. Se puede afirmar que esta situacion se
mantiene en los momentos actuales, siendo un problema grave en general en
otras regiones vitivinicolas (Branas 1948, Dias y Harrison 1963, Martelli et al.
1965, 1977, Martelli y Quacquarelli 1972, Ramsdell y Myers 1979, Boulila et al.
1990, Bovey y Martelli 1992, Ouertani et al. 1992, Martelli 1993).

Entre las plagas y enfermedades de la vid, tiene una gran repercusion
econdmica la virosis del “entrenudo corto infeccioso de la vid” (GFLV) y su
nematodo vector X. index que se ha encontrado en la mayor parte de las
zonas pertenecientes a Denominaciones de Origen (DO) de las diferentes
Comunidades Autonomas. Ambos patdégenos estan ampliamente distribuidos
en el Archipiélago Canario, apareciendo el virus principalmente en las nuevas
plantaciones, en Castilla-La Mancha el GFLV se encuentran con una frecuencia
del 30%, lo que provoca un interés por conocer la epidemiologia del virus y su
manejo. En estas dos comunidades se ha observado que los focos de GFLV-X.
index se mantienen en rodales muy localizados, que se extienden muy
lentamente bajo las técnicas agricolas tradicionales, y que con la introduccion
de riego se ve favorecido el aumento de las poblaciones del nematodo y la
dispersiéon de ambos patégenos. En Castilla y Ledn, el GFLV esta en todas las
DO, aunque X. index no se ha encontrado en El Bierzo y Rueda. También se
ha sefialado la presencia de GFLV y X. index en Andalucia en los vifiedos de
Jerez, Cataluia, Galicia, Murcia, Navarra, La Rioja y Comunidad Valenciana,
asi como en Extremadura, donde se ha determinado que la produccion de las
vides afectadas por el GFLV es significativamente menor y mueren
prematuramente (Arias et al. 1997a,b).

10
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Los nematodos parasitos de las plantas son después de los hongos, los
organismos del suelo que causan mayores pérdidas en los cultivos, tomando
como referencia las pérdidas estimadas para 1970 por la Society of
Nematologist (1971), las valoraciones de Sasser y Freckman (1987) y el valor
medio de la produccion vegetal final para el cuatrienio 1997-2000, segun datos
publicados en el Anuario de Estadistica Agroalimentaria MAPA (2004a), puede
sefialarse que los vifiedos, con un 12,5% de pérdidas causadas por nematodos,
pueden representar 218,97 millones de €.

El Reglamento (CE) 1493/1999 por el que se establece la organizacién comun
del mercado vitivinicola supone una modificacion a la normativa comunitaria del
Reglamento (CE) 822/87. Entre las modificaciones que se introducen estan las
relativas al vifiedo desarrolladas en el Reglamento (CE) 1227/2000, que en
Espafa se regula por el Real Decreto (RD) 1472/2000 de 4 de agosto. En el
Anexo |l de dicho decreto, se establecen los costes de reestructuracion y
reconversion del vifiedo, entre los que figuran las ayudas para desinfeccion de
vifiedos por un valor de 2.104 € ha” (BOE 187 de 5 de agosto de 2000). Por otro
lado, el Real Decreto de 21 de febrero (BOE 48 de 25 de febrero de 2003) sefiala
en el Anexo V que los viveros deben estar libres de Xiphinema sp. y Longidorus
sp., aunque debemos recordar que solo algunas especies de estos géneros son
vectores de virus, por lo que se deberia sefalar cual es la especie concreta que
esta sujeta a esta regulacion.

Segun los datos de Goitia (2004), el promedio del numero de hectareas de
vifedo reestructuradas y reconvertidas es de 26.289 ha durante las campafas
2001-2002 y 2002-2003 y estan repartidas por Comunidades Auténomas
(CCAA) del modo siguiente: Castilla-La Mancha 11.338 ha, Extremadura
3.319,5 ha, Aragdén 2.131 ha, Catalufa 2.094,5 ha, C. Valenciana 1.821 ha,
Castilla y Ledn 1.480 ha, Andalucia 739 ha, Murcia 664 ha, La Rioja 643,5 ha,
Navarra 641 ha, Galicia 332 ha, Madrid 320,5 ha, Canarias 222 ha, Pais Vasco
152 ha, Baleares 89,5 ha, Asturias 2 ha.

Para subvencionar los planes de reestructuracion y reconversion del vifiedo en
Esparia, se han transferido 171 millones de € del Fondo Europeo de Orientacién y
Garantia Agraria (FEOGA-Garantia) para la campafna 2000-2001, 189,5 millones
de € para 2001-2002, 160 millones de € para 2002-2003 y 151 millones de € para
la campana 2003-2004, lo que supone una media anual para las cuatro campanas

11
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desde que esta en vigor el RD 1472/2000 de 167,8 millones de €/campana, estas
ayudas son gestionadas por las Comunidades Auténomas y conforme al Anexo Il
del RD, citado anteriormente, los costes subvencionables por hectarea se
consideran costes maximos y, de acuerdo a la informacién suministrada por el
sector vitivinicola, la subvencion generaliza asciende a un 70% de la maxima, por
lo tanto para el apartado de desinfeccidn del terreno la subvencion a considerar es
de 1.500 €/ha afo.

Dada la inexistencia de datos oficiales publicados sobre el numero exacto de
hectareas que se han desinfectado acogiéndose a la subvencién, el sector
estima que la mayoria de las hectareas replantadas previamente han
desinfectado el terreno, lo que implica para las 26.289 ha/afo reestructuradas y
reconvertidas 39,433 millones €/ano para la utilizacion de desinfectantes
quimicos.

Como alternativas de manejo estan en primer lugar las medidas fitosanitarias,
sobre todo el empleo de material certificado libre de virus y la limpieza de
aperos, que son eficaces especialmente en el caso de los nematodos vectores
de virus, como el GFLV, asi como las practicas culturales, el barbecho o
las enmiendas organicas que permiten regular las poblaciones de
nematodos. También se vienen utilizando plantas resistentes, agentes de
control biologico y métodos fisicos como la solarizacion o la aplicacion de vapor
de agua, especialmente para la desinfeccién de sustratos, y la termoterapia
para el control de GFLV (Rudel 1988; Bello et al. 2004).

En el 8° Symposium Nacional de Sanidad Vegetal se analiza por Garijo (2003)
la situacion del vifiedo y la sanidad del cultivo ante el nuevo marco legal de la
ley de Sanidad Vegetal. El primero de los objetivos definidos en la nueva Ley
43/ 2002 de 20 de noviembre de Sanidad Vegetal, se refiere: “a la necesidad
de proteger los vegetales y los productos vegetales de los dafos ocasionados
por las plagas, en el territorio nacional y en la UE, asi como de la introduccién
de plagas de cuarentena para los vegetales y productos vegetales u otros
objetos y evitar la propagaciéon de los ya existentes”. Los restantes objetivos
responden a las exigencias de la sociedad actual, demandando que la
actividad agraria se realice dentro de los principios de una agricultura
sostenible.

12
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La Administracion ha puesto en marcha un plan, para detectar estos problemas
y conocer el origen de los mismos, exigiendo que se tomen las medidas
sanitarias procedentes. La Ley de Sanidad Vegetal en su Art. 5, Cap. |
establece: “que los viticultores, comerciantes, importadores y profesionales que
ejerzan actividades relacionadas con la defensa fitosanitaria, deberan vigilar su
cultivo, facilitando la informacion sobre su estado fitosanitario o de sintomas de
enfermedad en el vinedo” (Artolapichi 2003). Conforme al Art. 41 de la Ley de
Sanidad Vegetal: “los Vviticultores deben llevar a cabo buenas practicas
fitosanitarias, debiendo estar capacitados para el manejo y aplicacion de los
productos fitosanitarios; deben interpretar correctamente las advertencias e
indicaciones, para la adecuada utilizacién de los mismos; deben aplicar el mayor
numero de medidas de las contempladas en los Reglamentos de Produccion
Integrada; deben cumplir las disposiciones relativas a la eliminacion de envases”.

La promocion de Agrupaciones de Viticultores, para luchar en comun contra las
plagas del vifiedo, aplicando lo establecido anteriormente con el fin de reducir y
optimizar el uso de los medios de defensa fitosanitaria, ha tenido una respuesta
favorable desde la publicacion de la OM 26 de julio 1983, por la que se crean y
regulan las Agrupaciones de Tratamientos Integrados en Agricultura (ATRIAS),
funcionando en el afno 2002 un total de 115 ATRIAs, cuya distribucién por
Comunidades Auténomas es la siguiente: 30 Murcia, 16 Castilla-La Macha, 15
Canarias, 14 Galicia, 12 Andalucia y Valencia, 6 Aragon, 5 Castilla y Leon, y
una en Asturias, Baleares, Catalufa, Extremadura y La Rioja respectivamente.
En Produccion Integrada (Pl) algunas Comunidades Autbnomas, han publicado
Reglamentos Especificos de Produccién Integrada para el Vinedo.

En relacion a la posible contaminacion de las aguas subterraneas por vertidos de
vinazas de la industria vitivinicola, debemos tener en cuenta que la calidad natural
de las aguas subterraneas, entendiendo como tal su comportamiento original, es
producto de la interaccion del agua de infiltracion y los materiales con los que
entra en contacto durante el ciclo hidrologico. Determinados factores externos,
principalmente de origen antropico, pueden provocar alteraciones en dicha
composicion al introducir sustancias ajenas susceptibles de modificar su
naturaleza original. El embalsamiento superficial y la acumulacién de residuos
liquidos de diversa procedencia (balsas de evaporacion o de concentracion,
balsas de infiltracion de industrias o de estabulaciones ganaderas, etc.)
depositados en excavaciones naturales o artificiales, incluso los vertederos poco o

13
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nada controlados, pueden provocar la contaminacion de las aguas subterraneas.
Especial trascendencia reviste la situacion en que el embalsamiento entra en
contacto directo con la zona saturada (caso frecuente en graveras abandonadas),
por cuanto el contaminante encuentra entonces una via de acceso directo hasta el
acuifero. La contaminacion del acuifero manchego por residuos de las
alcoholeras ejemplifica claramente este tipo de procesos. El vertido al
terreno de las vinazas residuales de las alcoholeras ha dado lugar a un
doble fenédmeno de contaminacién subterranea del agua, por aporte de
materia organica, potasio y otras sales; y de la zona no saturada, por
emision de metano por degradacion anaerébica de la carga organica
aportada, como se recoge en el libro blanco del agua en Esparia (MMA 2000).

14



Antecedentes

Il. ANTECEDENTES

Se describen efectos de los subproductos agrarios en la mejora de
suelos cultivados (I1.1), caracteristicas de los nematodos fitopatégenos (11.2),
epidemiologia de los nematodos vectores de virus de la vid en Espana (I1.3) y
manejo agronomico de nematodos en el vifiedo (11.4).

I.1. Subproductos agrarios y mejora de suelos cultivados

En el trabajo se pretende poner a punto una metodologia de desinfecciéon de
suelo basada en la utilizacion de recursos locales, que reduzca el empleo de
agroquimicos, que ademas de suponer un gasto adicional, pueden tener gran
impacto contaminante sobre el ambiente y sobre todo afectan a la biodiversidad
edafica, con lo que disminuye la capacidad de autorregulacion del suelo para los
organismos causantes de enfermedades en las plantas. Se planifican una serie
de experimentos para el estudio de la eficacia de la biodesinfeccidn como técnica
de manejo de los nematodos del suelo. Los trabajos experimentales de campo se
han realizado en vifiedos de la Denominacion de Origen “La Mancha” (Ciudad
Real), debido a que se han detectado focos de X. index y representa la mayor
superficie de vifiedo (198.918 ha), el 35% de la Comunidad de Castilla — La
Mancha, asi como en suelos dedicados a cultivos horticolas en la localidad de El
Perell6 (Sueca, Valencia).

Entre las publicaciones sobre biodesinfeccion destaca, por ser pionera en
viticultura, la desinfeccién de suelos previa a la plantacion de vifiedo, mediante
biodesinfeccién empleando una dosis de 50 t-ha™ de estiércol de cabra mas
gallinaza (proporcion 7:3), cuando se aplica a toda la superficie. Se puede
cubrir el suelo biodesinfectado con una lamina de polietileno, para retener los
gases resultantes de la descomposicion de la materia organica, que actuan
como desinfectantes en el manejo de patdgenos de origen edafico,
manteniendo ademas la humedad del suelo y pudiendo tener un efecto similar
a la biosolarizacién, cuando esta se realiza en los meses de verano. También
se ha comprobado que el estiércol de oveja es eficaz en el tratamiento de
biodesinfeccion (Gémez Soriano et al. 2006).

15
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La biodesinfeccion se define: “como un proceso por el cual las sustancias
volatiles liberadas durante la descomposicion de enmiendas organicas o
directamente por los microorganismos del suelo o las raices de las plantas,
tienen capacidad para controlar organismos patégenos, artropodos y plantas
adventicias”. Esta técnica esta resultando una alternativa eficaz a la
desinfeccién convencional de suelos por métodos quimicos, con excelentes
resultados en el manejo de patdgenos vegetales de origen edafico (Bello et al.
1997b, 2003, Garcia Alvarez et al. 2004). En la actualidad esta practica se ha
extendido a gran escala en el cultivo de pimiento y tomate en los invernaderos
de nuestro litoral, resultando de gran efectividad en el control de hongos,
nematodos y plantas adventicias (Lacasa et al. 2004).

En este Trabajo se destacan los ensayos de biodesinfeccion realizados en la
zona de Socuéllamos (Ciudad Real) con la finalidad de poner a disposicion de
nuestros agricultores los resultados y con ello poder determinar una posible
aplicacion de este método de biodesinfeccion de suelos no solo en la
replantacion de vifiedos, sino también en su posible reconversion (Bello et al.
2004), y de la misma manera en la zona de El Perell6 (Valencia) se valorara su
aplicacion para el control de nematodos. Se estudia la optimizacion de la
biodesinfeccion, mediante la utilizaciéon de diferentes subproductos para que
puedan ser autorizados en agricultura ecoldgica, como es el caso de las
vinazas, que son respectivamente subproductos de la fermentacion alcohdlica
de la industria vitivinicola, con el fin de reducir costes y obtener una mayor
eficacia en el control de organismos patégenos.

La descomposicion de la materia organica produce la liberaciéon de compuestos
organicos Vvolatiles y gases toxicos, como el amoniaco con efecto
biodesinfectante. En las zonas estudiadas y en verano las altas temperaturas
permiten la combinacion de la biodesinfeccion con solarizacion
(biosolarizacién), que actua como una pasteurizacion del suelo, ya que la
temperatura aumenta por encima de 50 °C bajo el plastico durante las horas de
mayor insolacion. Ambos fenomenos consiguen eliminar de manera selectiva
los patogenos del suelo o reducir su capacidad parasitaria, propiciando un
incremento de los organismos sapréfagos que intervienen en la
descomposicion de la materia organica.

16
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La biodesinfeccion estimula la actividad microbiana en el suelo, actuando
ademas como biomejorador del mismo, el incremento de la actividad
microbiana favorece el aumento de los niveles de enzimas en el suelo y
produce amonio, nitratos, sulfhidrico y gran nimero de sustancias volatiles y
acidos organicos, siendo, de todos los productos quimicos obtenidos en la
descomposicion de la materia organica por la actividad de los microorganismos
que pueden tener accion nematicida, el amonio el mas estudiado. La actividad
nematicida del amonio fue reconocida por Eno et al. (1955), siendo la cantidad
de amonio producido variable en funcién del nitrégeno del sustrato organico de
partida, pero debemos tener en cuenta que el contenido de nitrégeno no es el
unico factor considerado cuando la materia organica es utilizada como
nematicida, el carbono es también importante, puesto que de él depende la
metabolizacién del N por los microorganismos para convertirlo en proteina y
otros compuestos. En ausencia de fuentes de carbono, el amonio y los nitratos
se pueden acumular y causar fitotoxicidad, se ha demostrado que la materia
organica con una relacion C/N entre 8-20 tiene actividad nematicida sin efecto
fitotoxico (Rodriguez Kabana et al. 1987).

Por otro lado, resaltar que no se ha observado que la biodesinfeccion tenga
efectos negativos en la salud de los consumidores, ni en el medio ambiente, no
tiene limitaciones de uso dentro de los reglamentos de produccién integrada o
de agricultura ecolégica, permitiendo la utilizacion de recursos locales en el
control de patégenos de las plantas, disminuye los costes de produccién y
convierte a la agricultura en una alternativa para evitar problemas de impacto
ambiental, como son los originados por los restos de cosechas y de la
agroindustria. La efectividad nematicida de la biodesinfeccién es similar a la de
los productos fitosanitarios convencionales (Bello et al. 2004).

La relacion de costes entre biodesinfeccion y desinfeccién quimica para
una hectarea en suelos de textura media es de 924 €/ 2175 € = 0,42, lo que
indica que el coste de la desinfeccion de una hectarea mediante
biodesinfeccion supone un 42% con respecto a la desinfeccion quimica (100%).
Por tanto el total, de aproximadamente 40 millones de € por campana para la
desinfeccién del vifiedo en Espafia utilizando recursos publicos, podria
reducirse a la mitad utilizando biodesinfeccién. Consultado al sector, la
desinfeccidén quimica se realiza mayoritariamente utilizando 1,3-D y de acuerdo
a la informacion suministrada por el Vademecum de productos fitosanitarios
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(Linan de 2004), las patentes de dicha materia activa en sus distintas
formulaciones son propiedad de empresas no nacionales, o que ademas incide
en la balanza de intercambios comerciales y monetarios. Por otro lado, hay que
considerar como efecto favorable afadido de la biodesinfeccién el aporte de
nutrientes de los subproductos agrarios y la mejora en la estructura del suelo,
aunque a nivel de costo subvencionable por la normativa no se puede
considerar, ya que la subvencion especifica por abonado con materia organica
no esta incluida en el Anexo Il del Real Decreto 1472/2000 que lo regula.

La desinfeccion de suelos mediante biodesinfeccién, que incluye gran parte
de los objetivos de este trabajo, puede formar parte de la produccion ecoldgica
e incluso de la produccion integrada, por todo ello debemos resaltar los datos
de un estudio reciente realizado por encargo del MAPA, en el que la
diferenciacion porcentual media de la estimacion de precios de los productos
ecoldgicos respecto a los procedentes de la agricultura convencional es del
51,5% superior, y el coste de producir conforme a los canones ecoldgicos se
viene considerando en un 22% superior al coste de realizarlo
convencionalmente, la produccion ecolégica incrementa la renta de los
productores, dispone de mercados garantizados y es una via de fijacion de la
poblacién rural. En este trabajo se plantea el estudio de la influencia de la
biodesinfeccion sobre los nematodos del suelo, especialmente X. index, vector
del virus causante del “entrenudo corto infeccioso de la vid” (GFLV), que
produce pérdidas graves al reducir el contenido de clorofila en las hojas,
entrenudo corto en los pampanos, corrimiento de la uva en el racimo y un
decaimiento progresivo de la planta, asi como la destruccion del sistema
radicular causado por la accién directa de X. index (Fig. 1). Las parcelas donde
se han desarrollado los ensayos para el estudio del efecto de las vinazas sobre
los nematodos del suelo estan situadas en la localidad de Socuéllamos (Ciudad
Real) y en El Perellé (Valencia).

Socuéllamos (Ciudad Real), situada en la parte meridional de la Submeseta
Sur de la peninsula, dentro de la region natural de La Mancha. Se encuentra
enclavada en concreto en el extremo noroeste de la provincia de Ciudad Real,
en la subcuenca del rio Zancara, afluente del Guadiana. Su término municipal
tiene una superficie total de 37.100 ha. La parcela donde se han realizado los
experimentos se ha cultivado dedicando su produccién a la industria
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alcoholera, donde se ha experimentado el riego con vinazas durante los
ultimos 5 afos.

La zona se caracteriza por tener un clima mediterraneo continental, con una
pluviometria media anual de 396 mm/afio, con grandes irregularidades
estacionales. Los inviernos son frios con minimas de 0,6 °C, mientras que en
verano se alcanzan los 33,7 °C. Hay que sefalar que desde finales de
septiembre hasta junio las temperaturas medias son inferiores a 14 °C, y en
este sentido cabe destacar que X. index por debajo de los 16 °C tiene una
actividad muy baja. Por el contrario las temperaturas superiores a 30 °C
(periodo comprendido entre junio y septiembre) no afectan significativamente al
ciclo del nematodo debido a la sombra que genera la cubierta vegetal de la vid,
que reduce la temperatura del suelo. También se ha comprobado que en las
condiciones de clima mediterraneo continental, el nematodo solo desarrolla una
generacion al afo, que tiene lugar principalmente entre marzo y mayo (Arias et
al. 1997a,b). El numero medio de horas de sol es de 2656 (www.inm.es). Las
parcelas experimentales estan situadas en una llanura con una pendiente del
0-2%, el suelo tiene un horizonte superior arenoso (84% arena y 10% arcilla),
un contenido en materia organica entre 0,10-0,85%, carbonatos 7,9-27,2% y un
pH comprendido entre 7,80-8,05 (Carlevaris et al. 1992) El suelo ha sido
clasificado como Arenosol calcarico, siguiendo el sistema de clasificacién de
suelos de la FAO (1989).

El Perell6é (Valencia), localidad perteneciente al municipio de Sueca, que con
9.344 ha constituye el municipio mas importante de la Comarca Valenciana de
la Ribera Baja. Es una comarca litoral muy llana atravesada por el rio Jucar. La
zona se caracteriza por tener un clima mediterraneo levantino-balear con
pluviométrica anual de 454 mm, con un maximo en otofo, lo cual es
tipicamente mediterraneo, y en primavera, con sequia en verano. Las
temperaturas medias de 17-18 °C, con inviernos suaves de 8 °C en promedio y
veranos cdlidos rondando una media de 28 °C. Cabe sefalar una humedad
relativa del 65% anual, al igual que la insolacion alcanza las 2.660 horas de luz
anuales (Capel Molina 1981, MAPA 2002).

Hay que sefalar que durante el mes de septiembre se alcanza un periodo de

temperaturas que se aproximan a los 30 °C, donde se permite el desarrollo de
nematodos del género Meloidogyne (Diaz Viruliche 2000). Segun el MAPA
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(1981), los terrenos son mesozoicos, terciarios y principalmente pleistocenos.
Esta constituido por calizas compactas en las que se intercalan algunos niveles
margosos. Sus materiales constitutivos son estratos de caliza alternando
ocasionalmente con lechos de margas. El Perell6 y Perellonet constituyen lo
que los geomorfologos denominan “golas” naturales, es decir, salidas naturales
de la Albufera al mar.

El MAPA (1981) define a los suelos presentes como Aridisoles, Entisoles e
Inceptisoles. Diaz Viruliche (2000) describe tres perfiles de suelos bajo uso
horticola, que corresponden a Arenosoles. El suelo no se encuentra en su
estado natural, son suelos dedicados al cultivo horticola bajo plastico, han sido
alterados por la accidon humana a través del laboreo continuo e intensivo, asi
como por el aporte de dosis de abonado. El horizonte superior es de textura
arenoso-franca, de color oscuro debido a la materia organica que posee,
bastante elevada en relacion con la de un suelo de estas caracteristicas. La
parcela elegida esta situada en un llano con una pendiente del 0-2%, el suelo
tiene un horizonte superior arenoso (83% arena y 8% arcilla), un contenido en
materia organica entre 0,58-3,13%, carbonatos 23,64-26,18% y un pH
comprendido entre 7,44-7,71 (Bello et al. 2004). El suelo ha sido clasificado
como Arenosol calcarico, siguiendo el sistema de clasificaciéon de suelos de la
FAO (1989).

La biodesinfeccion podria tener grandes posibilidades en las zonas vitivinicolas
y en los cultivos horticolas espafioles, debido a que es importante la produccién
de un gran numero de toneladas de residuos industriales. Ademas existe una
gran tradicion de cultivos forrajeros que pueden utilizarse como abono verde y
actuar como biodesinfectante, especialmente en el caso de las cruciferas que
como se ha demostrado tienen una gran eficacia para el control de nematodos
en la remolacha (Lépez Robles 1991). Por otro lado, existe una gran
produccion de champifidn, especialmente en Castilla-La Mancha y La Rioja,
cuyos residuos pueden utilizarse como biodesinfectantes, a la vez que también
pueden emplearse los subproductos de las industrias lactea, vitivinicola y
oleicola (Bello et al. 2003, Lépez Pérez 2004); especialmente en el caso de las
dos primeras donde el porcentaje de aporte hidrico es muy considerable hoy en
dia.
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Il.2. Caracteristicas de los nematodos fitopatégenos

La mayor parte de los nematodos fitopatdégenos que viven en el suelo son ecto
o0 endoparasitos del sistema radicular de las plantas, pero algunos son
parasitos de las partes aéreas (hojas, tallos, bulbos, flores, semillas) y la
sintomatologia que producen puede ser muy variable, dependiendo de la
especie de nematodo, el tipo y edad del hospedador, la parte afectada y las
condiciones generales de crecimiento. Asi, las plantas parasitadas por
nematodos en su sistema radicular muestran en su parte aérea una
sintomatologia similar a la causada por estados nutricionales carenciales,
aunque dependiendo del tipo de nematodo, se pueden observar en las raices
sintomas mas especificos, tales como formacién de ndédulos (Meloidogyne
spp.), pequefios engrosamientos en los apices radiculares (nematodos
vectores de virus: Xiphinema spp., Longidorus spp., Trichodorus spp., o0 en las
raicillas secundarias como Tylenchulus semipenetrans, nematodo de los
citricos), proliferaciéon excesiva y crecimiento anormal de las raices secundarias
(Heterodera spp. y Meloidogyne spp.), necrosis en el punto de alimentacién en
nematodos ectoparasitos y en general en zonas necrdticas, en el caso de los
nematodos endoparasitos del género Pratylenchus, en especial cuando estan
en interaccion con otros organismos patdgenos como bacterias u hongos. Para
la identificacién y descripcion de nematodos es esencial el estudio de la
morfometria, siendo necesaria la medicion precisa de distintos parametros y
calcular determinados indices, tales como la longitud total del cuerpo y del
estilete, posicion de la vulva y del ano en las hembras o de la cloaca en los
machos, etc., que pueden medirse directamente mediante la utilizacién de un
micrémetro ocular (Hunt 1993, Siddigi 2000).

Un problema importante en el estudio de los organismos del suelo es que la
muestra seleccionada puede no ser representativa del universo de interés; por
tanto debe planificarse un muestreo que considere los requerimientos
bioldgicos y ecoldgicos de los nematodos, y que permita una valoracién de la
poblacion que tenga una medida y nivel aceptable de precision. Uno de los
factores mas importantes a tener en cuenta en la planificacion de un muestreo
es el modelo de distribucion espacio-temporal que presentan los nematodos.
Aunque tedricamente los nematodos pueden presentar una distribucién regular,
al azar o en agregados, la distribucién espacial tipica de los nematodos
fitoparasitos es de tipo agregado o contagiosa, como consecuencia de las
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pautas de micro y macro distribucion relacionadas con la biologia y fuente de
alimento.

La distribucién temporal y las fluctuaciones estacionales de las poblaciones de
nematodos estan determinadas por la biologia, ciclo de vida y dinamica de
poblacion de las especies objeto de estudio, asi como por las relaciones
huésped-parasito y las interacciones con el medio ambiente. EI conocimiento
basico de la biologia de estos organismos es imprescindible para poder
considerar los datos de un muestreo representativo de la poblacion, ya que en
ocasiones es necesario muestrear en diferentes épocas del afio para
determinar las fluctuaciones estacionales. El conocimiento de las relaciones
huésped-parasito es también fundamental para localizar y estimar
correctamente la densidad de poblacién de muchas especies. Asi, por ejemplo,
las especies de Ditylenchus y Pratylenchus son endoparasitas y pueden pasar
inadvertidas en muestras de suelo recogidas durante la primavera-principios de
verano, puesto que la mayoria de los individuos estan en el interior de los
tejidos del tallo o raices.

Los principales tipos de muestreo que se vienen realizando para el estudio de
nematodos son al azar, regular y estratificado. El muestreo al azar consiste en
la determinacion de los puntos de muestreo de un modo aleatorio, cuando el
area del muestreo es muy grande se utilizan mapas sobre los cuales por
distintos métodos (manuales, informaticos), se eligen al azar los puntos de
muestreo. Por el contrario, en el muestreo regular, los puntos se distribuyen
uniformemente en el area a muestrear, siguiendo pautas regulares definidas
por las distancias fijadas entre ellos. En general, los muestreos regulares dan
resultados mas fiables en los estudios nematoloégicos que los muestreos al azar
(Goodell y Ferris 1981). Cuando el area de estudio es grande y presenta
variaciones bidticas (vegetacion, cultivos) o abidticas (edaficas, climaticas) que
pueden influir en la biologia y distribucion de los nematodos, es recomendable
realizar muestreos estratificados, para ello se divide el area en funcion de uno o
varios factores ambientales en una serie de estratos uniformes donde se
recogen las muestras (al azar o regularmente) para obtener una estimacion de
la poblacion o poblaciones en cada estrato y de las diferencias entre ellos. El
objetivo de la estratificacion es reducir al minimo la varianza entre muestras
recogidas en un mismo estrato y aumentar al maximo la variacion entre los
estratos (Cochran 1977).
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Todas las especies de nematodos asociadas al vifiedo son edaficas y se
alimentan de sus raices; el dano que producen es, en muchos casos, de muy
dificil evaluacion debido, por un lado, a su asociacion con otros organismos
patogenos vy, por otro lado, al hecho de que los sintomas que provocan son en
general inespecificos, como falta de vigor, bajo rendimiento, decoloraciones y
poca resistencia a la sequia, que pueden confundirse con estrés hidrico o
deficiencias nutricionales, que en vinedos establecidos pueden solucionarse
total o parcialmente mediante riego y abonado. La aparicion de esta
sintomatologia en rodales dentro del cultivo permite sospechar que esta
causada por nematodos.

La nematofauna asociada al vifiedo esta representada por unas 300 especies,
pertenecientes a 72 géneros, con especies fitoparasitas, sapréfagas o
depredadoras. Entre ellas, se han citado 37 especies parasitas de la vid, siendo
los nematodos de mayor repercusion en el vifiedo los ectoparasitos migratorios
vectores de virus de la familia Longidoridae (Arias y Navacerrada 1973, 1976,
Arias 1979, 1996), aunque los mas importantes por su accion directa sobre el
cultivo son los endoparasitos sedentarios del género Meloidogyne,
endoparasitos migratorios del género Pratylenchus, semiendoparasitos, como
Tylenchulus semipenetrans que origina problemas graves principalmente en los
viledos de Australia, ectoparasitos sedentarios, como Macroposthonia
xenoplax que produce clorosis y otras alteraciones en vifiedos de California vy,
de menor importancia, Gracilacus peratica y algunas especies de
Paratylenchus, los ectoparasitos migratorios de los géneros Helicotylenchus,
Rotylenchus y Tylenchorhynchus s.I. aparecen frecuentemente asociados al
cultivo, pero se conoce poco de su posible patogenicidad (Lamberti 1989,
Brown et al. 1995).

Ectoparasitos. Se han citado mas de 120 especies de nematodos
ectoparasitos asociadas al vifiedo, de los que cabe destacar, entre los vectores
de virus Xiphinema index, X. diversicaudatum y X. rivesi. Entre los sedentarios
Macroposthonia xenoplax que en las vides de la cuenca mediterranea produce
clorosis y falta de vigor y M. maskaka que se encuentra en Sudafrica, asi como
algunas especies de Hemicycliophora, Paratylenchus y Rotylenchus
macrodoratus. De los ectoparasitos migratorios, Belonolaimus longicaudatus
causa problemas en el sureste de EE UU, asi como algunas especies de
Longidorus: L. africanus, L. apulus, L. attenuatus, L. diadecturus, L. elongatus,
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L. juvenilis y L. macrosoma, sin embargo, existe poca informacién sobre la
importancia de estas especies para el vifiedo.

Endoparasitos migratorios. Las principales especies pertenecen al género
Pratylenchus del que se han citado 17 especies asociadas al vifiiedo, que
pueden considerarse patdgenos potenciales para el cultivo, pues producen
necrosis en las raices de las plantas. Varias especies se han encontrado
asociadas a rodales de vid con escaso crecimiento (Raski y Krusberg 1984),
pero las especies mas importantes son P. scribnieri que causa problemas
graves en los vifiedos de Burdeos (Francia) (Scotto La Massese et al. 1988), P.
vulnus que esta asociado a rodales de plantas enfermas que muestran
detencion del crecimiento en California (Allen y Jensen 1951), también se han
encontrado otras especies asociadas a rodales de bajo crecimiento en areas
muy concretas. El efecto de estos nematodos sobre la vid es muy grave ya
que, una vez establecida la infestacién, la vina no responde a las practicas
culturales.

Semiendoparasitos. Entre estos nematodos podemos destacar Tylenchulus
semipenetrans, el nematodo de los citricos, que tiene una distribucion mundial
similar al cultivo de citricos y su presencia en vifiedos esta muy localizada,
incluso en aquellos viiedos que estan proximos a zonas citricolas. Se citd por
primera vez en vifiedos de California y Australia, encontrandose posteriormente
en Egipto y Filipinas, donde es uno de los nematodos mas importantes para el
vifiedo, provocando una considerable reduccién de vigor, mayor susceptibilidad
al estrés hidrico, presentando las cepas sintomas de marchitamiento y pérdida
gradual del rendimiento hasta llegar a ser improductivas. En Espafa se ha
citado en vifledo esporadicamente (Tobar Jiménez y Peman Medina 1970,
Navacerrada 1975), y se ha conseguido infectar experimentalmente vides y
olivos con poblaciones procedentes de citricos (Valcarce y Laborda 1980). Hay
que tener en cuenta que existen diferentes biotipos de este nematodo.

Endoparasitos sedentarios. Pertenecen al género Meloidogyne, son los
patdogenos mas importantes para el vifiedo por su accion directa sobre la planta,
de las seis especies que se han citado asociadas al cultivo, las mas importantes
son M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla, que pueden dar lugar a un
descenso de la produccion, siendo mayores los dafios en plantaciones jovenes,
al impedir el desarrollo de las plantas que muestran un crecimiento reducido. Los
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sintomas que producen en la parte aérea de la viiia son inespecificos y varian
con el cultivar, pero su presencia se detecta facilmente, incluso en infectaciones
incipientes, por producir pequefios nddulos en las raicillas secundarias. Se
considera que M. arenaria, M. incognita y M. javanica son las tres especies que
aparecen con mayor frecuencia en la region mediterranea, mientras que M.
hapla es de regiones templadas y por el momento no es un problema grave para
el viledo, aunque se ha encontrado ocasionalmente en regiones mas calidas
como Sudafrica, probablemente introducida con los patrones, y, por ultimo, M.
natalei solo se ha citado en California.

Los nematodos ectoparasitos vectores de virus pertenecientes al género
Xiphinema son los patégenos principales de los vifiedos espanoles,
destacando sobre todo X. index por ser vector del GFLV, que se encuentra
distribuido por todo el pais con una incidencia en torno al 12% (z 0.025), y que se
puede transmitir, ademas, a través del material vegetal infectado como estaquillas
e injertos (Arias et al. 1997b, Fresno et al. 2001). X. italiae también ha sido
comprobado experimentalmente como vector del GFLV (Cohn et al. 1970)
aunque en campo no es efectivo (Martelli 1978). Debemos sefalar que también
se ha citado en Espafa X. americanum por Werland Ardaiz y Pérez Camacho
(1993) y Talavera et al. (1999), sin embargo las citas anteriores de esta especie
han sido consideradas pertenecientes a X. pachtaicum por Arias et al. (1985). X.
americanum es un nematodo de cuarentena por ser vector de los nepovirus que
afectan al vinedo en EE UU como el “Tobacco Ring Spot Virus (TRSV)” o mancha
anular del tabaco, “Tomato Ring Spot Virus (ToRSV)” o mancha anular del tomate
y “Peach Rosette Mosaic Virus (PRMV)” o virus del mosaico en roseta del
melocotonero. La clasificacion y nomenclatura de los virus la encontramos en
Murphy et al. (1995).

Por otro lado, Stobbs y Van Schagen (1996) sefialan que X. rivesi es vector del
PRMV en Canada. Aring et al. (1987) demuestran experimentalmente que X.
pachtaicum no transmite el GFLV, coincidiendo con las observaciones de Arias et
al. (1997b) de que ejemplares de esta especie recogidos de la zona peri-radicular
de vides infectadas dieron siempre resultados negativos en las pruebas de
deteccién del virus, hasta el punto de que las poblaciones de dicho nematodo se
han venido utilizando como controles negativos en las pruebas de ELISA
amplificado que se aplicaron para la deteccién del virus en ejemplares de X. index
y X. italiae, asi como en las pruebas de transmision. Lamberti y Melillo (1991)
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demuestran que poblaciones de X. index superiores a 50 individuos por kg de
suelo afectan al rendimiento de la vid. Sultan y Ferris (1991) encuentran en Israel
que las poblaciones de X. index en ausencia de planta huésped sobreviven mas
de 60 dias el 10%, dependiendo de las condiciones de humedad, siendo la
supervivencia muy baja tanto en suelos saturados como en los secos. Malan y
Meyer (1992, 1993) sefialan que las vides inoculadas con individuos de X. index
portadores de GFLV muestran sintomas del virus al cabo de cuatro meses y a los
seis meses aparecen sintomas en la hoja. Esmenjaud et al. (1993) y Fresno y
Arias (1993) detectan el virus mediante la técnica ELISA en 10 individuos de X.
index, mientras que Arias et al. (1997b) lo detectan en un solo individuo por la
técnica de IC-PCR.

La comprobacion de la transmisién del GFLV de la vid por X. index (Hewitt
1950, 1956, Hewitt et al. 1958) fue la primera prueba experimental de la
importancia de los nematodos como vectores de virus vegetales. A partir de
este descubrimiento se intensificaron las investigaciones en este campo y hoy
se conocen especies transmisoras pertenecientes a cinco géneros: Longidorus,
Paralongidorus y Xiphinema, que se incluyen en el orden Dorylaimida, asi
como Paratrichodorus y Trichodorus en Triplonchida. Estos nematodos
transmiten dos grupos de virus distintos, los Longidéridos son vectores de
Nepovirus, que son los de mayor interés para el vifiedo, y los Tricodéridos de
Tobravirus, que son importantes en cultivos de patata, tabaco y otras
horticolas.

De las 38 especies del género Xiphinema que se han encontrado asociadas al
vifiedo, X. americanum sensu lato es un complejo de especies
morfolégicamente muy préximas (Lima 1965, 1968) que podrian ser solo
poblaciones diferentes procedentes de distintas areas geograficas (Tarjan
1969). Por otro lado, Lamberti y Bleve Zacheo (1979) distinguen 25 especies
dentro del complejo y consideran que X. americanum sensu estricto tiene una
distribucion geografica limitada al este de EE UU, aunque Griesbach y
Maggenti (1990) indican que la especie se encuentra también en California, se
considera que no existe en Europa y las citas en este continente se refieren a
X. pachtaicum, X. rivesi o X. brevicolle. Pertenecen también a este grupo X.
bricolensis vector del Yom RSV y X. californicum del CRLV, TRSV y Tom RSV
que estan distribuidos en EE UU (Brown y Hallbrendt 1992).
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X. diversicaudatum esta distribuido en zonas de clima templado y humedo de
todo el mundo, es vector del virus del mosaico del Arabis (ArMV) (Jha y
Posnette 1959), y del virus de los anillos latentes de la fresa (SLRV) (Lister
1964). Es una especie muy frecuente en la parte septentrional de Francia, a lo
largo de las cuencas fluviales y en la costa atlantica encontrandose muy
dispersa en el Reino Unido y Centro Europa (Alphey y Taylor 1986). Se ha
encontrado asociado a vegetacién natural en suelos con unos 60-70% de
arena, preferentemente acidos, condicionado por la humedad y el clima
continental (subhumedo a humedo), su limite sur en Europa parece estar en la
Region Central de Espana (Arias et al. 1985). Otras asociaciones que han sido
citadas entre nematodos y virus se consideran dudosas por no cumplir sus
pruebas de transmision los requisitos establecidos por Trudgill et al. (1983).

X. index es el vector mas importante del GFLV, y presenta una distribucion que
es similar a la del viiedo. Tiene una gama restringida de hospedadores (vid,
higuera, rosal y morera), aunque Coiro et al. (1987) han comprobado
experimentalmente que parasita a otros cultivos y malas hierbas que pueden
servir de reservorio de las poblaciones. Independientemente de su funcion de
vector de virus produce una serie de alteraciones en las raices de las plantas
como consecuencia de su actividad trofica, que consisten en engrosamientos y
necrosis de los extremos apicales de las raicillas secundarias, con alteraciones
celulares (Lehmann y Wyss 1978).

X. italiae es una especie que esta ampliamente distribuida en Europa,
especialmente en el area del litoral mediterraneo (Cohn 1977, Alphey y Taylor
1986), donde aparece en vifiedos asociada a X. index y X. pachtaicum. Se ha
citado en Sudafrica y Nigeria asociada a GFLV (Heyns 1974, Khan 1988). Su
rango de hospedadores es amplio, generalmente en plantas cultivadas, aunque
también es frecuente en bosques (Heyns 1974, Lamberti et al. 1985), pero
solamente se ha comprobado su desarrollo en vid y citricos (Cohn vy
Mordechani 1969, Coiro y Agostelli 1991). Navas y Arias (1986) lo encuentran
asociado a suelos areno-limosos y limo-arenosos con pH acido (5-5,5) y
contenidos de materia organica entre 2,5-5,5%. X. italiae también ha sido
comprobado experimentalmente como transmisor de GFLV (Cohn et al. 1970),
aunque en condiciones de campo no es muy efectivo (Martelli 1978).
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X. rivesi se encuentra ampliamente distribuido en EE UU y Canada (Ebsary et
al. 1984, Georgi 1988, Griesbach y Maggenti 1990), asi como en los vifiedos
Bourdelais (Francia) (Scotto la Massese et al. 1988). En Espafia se encuentra
en areas naturales, asociado a diferentes cultivos, especialmente vid y rosal al
que parasita (Arias et al. 1991, Escuer et al. 2007). Es el principal vector del
TRSV (Forer et al. 1981, Forer y Stouffer 1982), virus que no se ha encontrado
en Espafa (Escuer et al. 2007).

X. pachtaicum pertenece al grupo X. americanum s. |., se le conocia como X.
mediterraneum hasta que Lamberti y Siddigi (1977) sinonimizaron ambas
especies, se encuentra distribuido ampliamente en la cuenca mediterranea,
frecuentemente asociado a viedo (Alphey y Taylor 1986, Arias et al. 1986), ha
sido citado como posible vector del GFLV (Alfaro 1971).

Dano directo. Los nematodos ectoparasitos de los géneros Longidorus y
Xiphinema inducen modificaciones en las raices de las plantas, al alimentarse
sobre las células subapicales de las raices. Estos nematodos introducen su
estilete a través de una serie de 5 a 7 células corticales, las células proximas al
odontostilo se hipertrofian y muestran sintomas de gran actividad metabdlica,
de manera similar a la que se observa en los sincitios producidos por
Heterodera y Meloidogyne, produciendo un incremento de inclusiones
citoplasmaticas y aumento del tamafio de nucleos y nucleolos. Los nematodos
causan engrosamiento y detencion del ciclo de crecimiento del sistema
radicular, de modo que las plantas quedan incapacitadas para la absorcion de
nutrientes y comienzan a mostrar sintomas de deficiencia de elementos
como nitrégeno, sodio, potasio, fosforo y magnesio (Maung 1959, Winfield
y Cooke 1975).

Caracteristicas de Xiphinema index vector del GFLV. Este nematodo se
caracteriza morfolégicamente por presentar el cuerpo alargado cilindrico, de
unos 3 mm de longitud, formando una espiral abierta con mayor curvatura en la
mitad posterior, la cuticula es gruesa con estrias finas superficiales, mostrando
una serie de poros a lo largo del cuerpo. La regién labial es hemisférica, casi
continua con el contorno del cuerpo con una ligera depresion bajo las aperturas
anfidiales. Los anfidios tienen forma de estribo con aperturas como cortes casi
del tamafo de la anchura de la regién labial. El estilete es tipico del género,
consta de un odontostilo hueco de 126 (119-129) um de longitud, bifurcado en
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el punto de union con el odontéforo, de unas 70 (63-78) um de longitud, y con
tres extensiones basales y el anillo guia del estilete a 108 (100-114) um del
extremo anterior. El anillo nervioso se encuentra por debajo de la base del
odontéforo. La parte posterior del es6fago es cilindrica, musculosa, 2,5 veces
mas larga que su anchura en la base. La vulva es un corte transversal en la
parte media del cuerpo, al 38-40% de la longitud del cuerpo. Las gonadas son
didélficas, retroflexas y no presentan 6rgano “Z” ni pseuddérgano “Z°, a
diferencia de X. diversicaudatum. Los ovarios son alargados, simétricos con
varios oocitos en fila, excepto en la region de multiplicacion. La region posterior
es mamiforme, con longitud de 1 a 1,3 veces su anchura al nivel del ano,
convexo-conica con mayor curvatura en su parte dorsal y un mucrén en la parte
ventral de 9 a 13 pm de longitud, aunque pueden aparecer hembras
amucronadas (Fig. 1).

Su ciclo biolégico consta de tres o cuatro estadios juveniles, dependiendo de la
especie, que se distinguen de los adultos por poseer dos odontostilos, uno
funcional que pierden con la muda y el de repuesto que pasa a funcional
después de dicha muda. El juvenil de primer estadio (J1) emerge del huevo y
algunos individuos muestran una forma caracteristica de la region posterior que
tiene valor taxondmico, la parte anterior del odontostilo de repuesto se situa en
la parte del odontoforo del estilete funcional, mientras que los restantes estados
juveniles (J2, J3 y J4) tienen el odontostilo de repuesto en posicion posterior
incluido en la pared de la parte anterior del eso6fago. Por lo demas su
morfologia es basicamente similar a la de los adultos.

En estudios de campo es dificil determinar la duraciéon del ciclo, puesto que en
la mayoria de las especies de Xiphinema pueden encontrarse a lo largo del afio
tanto adultos como todos los estados juveniles (Flegg 1966, 1968, Reudel
1971, Harris 1979). Las diferencias fisioldgicas existentes entre poblaciones de
X. index de distintas areas, unidas a las diferencias morfolégicas e
histoquimicas entre poblaciones viruliferas y libres de virus, que han sido
observadas por Roggen (1966) y Halbrendt et al. (1995), pueden explicar las
diferencias en la capacidad de transmision de distintos aislados de GFLV que
encuentran Catalano et al. (1989), de manera similar a lo observado por Brown
y Taylor (1981) en la transmisién de distintos aislados de SLRV por
poblaciones de X. diversicaudatum de procedencias diferentes.
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de X. index. A. regidén anterior de la
hembra; B. hembra adulta; C. regién posterior del macho; D. regién
posterior de la hembra.
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Los focos de GFLV-X. index generalmente se presentan en rodales muy
localizados que se extienden muy lentamente bajo las condiciones tradicionales
de cultivo en Espaia, ya que los nematodos suelen encontrarse en poblaciones
muy pequefas y muestran una movilidad muy baja, por lo que el interés
fitopatolégico de este nematodo se debe principalmente a que mantienen por
periodos largos la infeccion del virus en campo.

Se ha observado que la introduccién de riego favorece el incremento de las
poblaciones de nematodos y sobre todo su dispersion, que repercute a su vez en
la mayor distribucion del virus y hace ineficaz la reposicion de las cepas muertas,
con lo que la unica soluciéon seria el mantener el vinedo mientras los limites de
produccidon sean aceptables econdmicamente, para después proceder a su
arranque manteniendo el terreno en barbecho o en rotaciéon con un cultivo
alternativo y por un periodo de al menos cinco ainos en California (Raski et
al. 1965, Fresno et al. 2001), mientras que en Francia, con ambientes mas
humedos, se consideran necesarios de seis a siete anos de rotacion con
plantas no hospedadoras, o tres anos si se aplican nematicidas (Dalmasso
1970), en cualquier caso se debe replantar cuando se haya comprobado la
ausencia de individuos infectivos de X. index (Arias et al. 1997b). Se recomienda
para la eliminacion de restos de material de vid infectada en el suelo (Magnien
1998), la utilizacion de herbicidas sistémicos previos al arranque de la cepa
infectada, seguida de la fumigacion del suelo por nematicidas para la eliminacién
de los nematodos vectores. Hewitt (1956) sefaldé el origen edafico de la
degeneracion infecciosa de la vid o “fanleaf (GFLV)” y Hewitt et al. (1958)
demuestran experimentalmente que el GFLV es transmitido por X. index. Se ha
demostrado que el virus no se transmite a través de los huevos del nematodo y
que los juveniles pierden la capacidad de transmisién con la muda, teniendo que
alimentarse de nuevo de una planta infectada para adquirir el virus, el nematodo
mantiene la capacidad de transmision de cuatro a ocho semanas cuando se
alimenta de plantas no infectadas (Taylor y Raski 1964, Brown et al. 1988, 1995)
pudiendo sobrevivir hasta nueve meses en suelo estéril en ausencia de planta
huésped y se ha comprobado que el virus persiste al menos 30 dias en el
nematodo, cuando éste se mantiene sin alimento (Raski y Hewitt 1960). Por otro
lado, el problema puede resolverse si se remueve el suelo cuidadosamente para
eliminar las raices y se mantiene en barbecho, puesto que el nematodo puede
sobrevivir mientras existan en el suelo raices vivas de vid o0 malas hierbas. En los
vinedos con riego puede ser una buena medida el desecar el suelo, aunque se ha
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observado que en las condiciones ambientales de Alemania es mas eficaz la
inundacion (Weischer 1975).

X. index es un nematodo ectoparasito migratorio que produce al alimentarse
necrosis y pequenos noédulos en la zona apical de las raices de la vid, llegando a
reducir hasta el 38% de su peso (Fisher y Raski 1967). Se ha observado, en
plantas de vid inoculadas con 500 individuos de X. index y mantenidas a 26,6 °C,
un 23% de incremento de caida de hojas viejas en el primer afio y en el segundo
ano un 65% de caida, un 38% de reduccién de peso tanto de la parte aérea como
de la raiz, un 60% de reduccion de inflorescencias y un 89% de reduccion de la
produccion (Kirpatrick et al. 1965, Boubals et al. 1971). Todo ello permite sefalar
la importancia que pueden tener las practicas agricolas en la epidemiologia de la
enfermedad, tema que ha sido revisado por Siddiqi (1986), Walter y Demangeat
(1995) y Arias et al. (1997b).

X. index esta ampliamente distribuido en todos los vifiedos del mundo, puesto
que se encuentra principalmente asociado a la vid, también se ha encontrado
frecuentemente asociado a higuera, rosal, morera y otros frutales, siendo poco
frecuente en plantas herbaceas y en ambientes naturales, aunque se ha citado en
bosques de Iran (Choleva 1975, Weischer 1975, Siddigi 1986). En Espafia se ha
encontrado fundamentalmente en vifia e higuera y ocasionalmente en areas
naturales en las regiones del Sur, Este y Centro de la Peninsula (Arias 1975).
Los rangos de hospedadores y su patogenicidad han sido estudiados por
Radewald y Raski (1962).

En condiciones de campo el GFLV solamente se ha encontrado en vid (Martelli
1978) pero experimentalmente tiene una gama de hospedadores amplia, que
comprende unas 30 familias botanicas diferentes. Se ha demostrado que es
suficiente que el nematodo se alimente una sola vez en una planta infectada por
un periodo de cinco minutos para adquirir el virus (Alfaro y Goheen 1974),
aunque la alimentacion por periodos mas largos favorece la eficacia de la
transmision. X. index retiene el virus durante mas de ocho meses en ausencia de
planta huésped, hasta tres meses si se alimenta en plantas hospedadoras
inmunes al virus y varios afnos en presencia de restos de raices de vid. Todas las
fases de desarrollo del nematodo tienen capacidad infectiva (Raski y Hewitt 1963,
Cohn et al. 1970), aunque durante el periodo de desarrollo pierde su capacidad
infectiva entre una fase y otra, al cambiar la capa cuticular del es6fago durante las
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mudas. Por otro lado, las diferencias en la eficacia de transmisién de un virus por
distintas poblaciones de un nematodo hace pensar en la existencia de razas
biolégicas (Brown 1986).

Diversos trabajos de campo y laboratorio demuestran la influencia que tienen los
factores ambientales en el desarrollo de X. index, pudiendo variar la duracion de
su ciclo de vida entre dos y 14 meses, dependiendo principalmente de la
temperatura y el desarrollo estacional de la planta huésped. Se ha comprobado
en campo que X. index se desarrolla con menor rapidez que X. americanum s.l. y
X. diversicaudatum. En zonas templadas X. index parece tener una generacién al
afno, con un ciclo que se completa de dos a tres meses y adultos que sobreviven
en el suelo cinco afnos en presencia de raices vivas. Das y Raski (1968)
comprueban que la presencia del virus aumenta la supervivencia del nematodo
en ausencia de alimento, mientras que Raski et al. (1965) indican que en suelo
estéril no perdura mas de 9-10 meses, pero en suelos de vifiedo con restos de
raices puede sobrevivir varios afnos.

El suelo no es un factor limitante para la distribuciéon del nematodo, aunque las
variaciones poblacionales son mas patentes en los suelos ligeros que en los
arcillosos, siendo mas abundantes en suelos con pH entre 6,5-7,5, disminuyendo
las poblaciones a pH inferior a 6,5 (Conh y Mordechani 1970, Prota 1970,
Weischer 1974). Se encuentra en todo tipo de suelos por Navas y Arias (1986),
desde arenosos a arcillosos, pero con mayor frecuencia en las clases texturales
franco-arenosas y franco-arcillo-arenosa, con margenes de pH comprendidos
entre 7,4-8,2 y contenidos de materia organica comprendidos entre 2,5-5,5%.
También soporta contenidos altos de carbonato, hasta mas del 54%, sus
poblaciones aumentan con el contenido de arena, encontrandose las poblaciones
maximas en suelos con porcentajes de arena entre 59-70%, disminuyendo segun
aumenta el contenido en carbonato. Por otro lado, en relacion con el suelo en La
Mancha se ha encontrado en suelos de Cambisol gleico y calcico, apareciendo
una vez en un Luvisol, pero nunca en Solochaks ni Vertisoles (Arias et al. 1997b).
En suelos de buena permeabilidad X. index se encuentra principalmente a
profundidades entre 30-50 cm, que corresponden a la zona de maxima densidad
de raices (Weischer 1975, Scotto la Massese et al. 1988, Arias et al. 1997b), pero
puede sobrevivir a profundidades de hasta 3,5 m en ausencia de raicesy a 2 m
es frecuente encontrar nematodos portadores del virus (Raski et al. 1965).
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Weischer (1975) considera que existen muy pocas publicaciones que traten
especificamente de la ecologia de los géneros Xiphinema y Longidorus, aunque
todos los trabajos sobre ellos incorporan siempre alguna informacién sobre su
comportamiento ecolégico, sefala que los elementos principales que afectan a
estos nematodos son las caracteristicas del clima, suelo y planta, existiendo
interacciones complejas entre los diferentes factores fisicos, quimicos y
bioldgicos, siendo los mas importantes la temperatura, humedad, suelo, clima y
estacionalidad, planta y otros factores bidticos; en relacion con la temperatura
sefiala que X. index muestra muy baja actividad por debajo de los 16 °C,
acortandose la duracion de su ciclo de vida cuando se aumenta la temperatura
entre 16-28 °C, Radewald y Raski (1962) sefialan que en California X. index
puede completar el ciclo en 22-24 dias a 24 °C, aunque en condiciones de
campo, donde los valores de la temperatura tienen mayor fluctuacion, la duracion
del ciclo puede ser mas larga, siendo de 12 a 14 meses en Cerdefia (Prota 1970,
Prota y Garau 1973). En Israel completa su ciclo sobre vid en siete a nueve
meses a temperaturas de 20-23 °C y de tres a cinco meses a 28 °C (Cohn y
Mordechani 1969), sin embargo Coiro y Brown (1984) encuentran que en
condiciones experimentales sobre higuera a 18 °C completa el ciclo en 12
semanas. Coiro et al. (1990a,b) sefialan que las poblaciones de X. index tardan
62 dias en completar su ciclo de vida a 29 °C sobre higuera y Coiro y Agostinelli
(1991) demuestran que X. index necesita diez semanas para completar su ciclo
sobre V. vinifera. Arias et al. (1997b) comprueban que en las condiciones de
clima mediterraneo continental muestra una sola generacién al afio, entre marzo
y mayo, lo que coincide con las observaciones de Allen et al. (1988) y Scotto La
Massese et al. (1988) en zonas templadas, donde tiene una sola generacion al
ano que completa en 2-3 meses.

La reproduccion de X. index es partenogenética por lo que un solo juvenil es
capaz de desarrollar una poblacion (Dalmasso 1970). Se ha encontrado que su
tasa de reproduccion es mayor a 29,4 °C (Radewald y Raski 1962). En los
vifiedos italianos las mayores poblaciones se encuentran durante el verano, las
menores entre noviembre y febrero y las hembras gravidas unicamente aparecen
en el mes de julio (Amici 1967). El ciclo biolégico del nematodo en Chipre se
estudia por Phillis (1996) y determina que la puesta de huevos se realiza entre
mayo y julio, cuando la temperatura del suelo es de 16,5-19 °C.
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Virus causante del entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV). Conocido
como “Grapevine Fanleaf Virus” (GFLV), es el virus que primero se encontré en
el vinedo, causa la degeneracion infecciosa de la vid y constituye el mayor
problema en todas las zonas vitivinicolas del mundo. Se considera que la
enfermedad existe en la cuenca mediterranea desde la implantacion de la
viticultura (Hewitt 1956) y fue aislado por Cadman et al. (1960).

Hewitt (1956) sospechd la naturaleza de enfermedad edéfica de esta virosis y
Hewitt et al. (1958) descubrieron su transmision por X. index, constituyendo ésta
la primera cita de un nematodo como vector de virus; Alfaro y Goheen (1974)
establecieron que el umbral para la adquisicidon del virus por el nematodo es de 5
minutos. Vitis spp. es su principal hospedador y posiblemente el unico en
condiciones naturales (Martelli 1978).

El efecto de la enfermedad varia con la tolerancia del cultivo y las caracteristicas
ambientales, en condiciones extremas de suelos poco profundos, climas calidos
y soleados puede llegar a producir la muerte de las vides. Sin embargo, en otras
condiciones las plantas afectadas pueden sobrevivir mucho tiempo con mayor o
menor productividad y su reduccién depende en cierto grado del clima, suelo,
variedades, patrones, etc. Las pérdidas medias estimadas en paises europeos
para variedades susceptibles de Vitis vinifera llegan al 50% de reduccién de
peso, con depreciaciéon comercial de la uva de mesa. Ademas los plantones e
injertos de plantas enfermas tienen crecimiento débil, escasa capacidad de
enraizamiento y dificultad para prender el injerto (Vuittenez 1970).

Sintomatologia (Fig. 2). Los sintomas que se le atribuyen son tan variados que
dan lugar a cierta confusion, actualmente se considera que sintomas similares
son el resultado de la fisiologia de la planta y de condiciones genéticas vy
ambientales (Walter et al. 1983). Segun Martelli y Savino (1988) la enfermedad
se caracteriza por tres tipos de sintomas provocados por distintas reacciones del
agente causal:

1. Malformaciones infecciosas. Hojas distorsionadas, asimétricas, con
denticiones agudas, manchas cloroticas, deformaciones foliares y brotes mal
formados con ramificaciones anormales; nudos dobles, entrenudos cortos,
racimos pequefios, pobres y en menor numero de lo normal, maduracion
irregular con uvas pequenas. Los sintomas foliares se desarrollan al principio de
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la primavera y persisten a lo largo de todo el periodo vegetativo, aunque pueden
enmascararse en verano.

2. Mosaico amarillo, con desarrollo de decoloraciones, amarillo brillante al
principio de la primavera, que pueden afectar a todas las partes vegetativas de la
cepa (hojas, ramas, pampanos e inflorescencias).

3. Alteraciones cromaticas de las hojas que varian de pocas manchas
salteadas, anillos, lineas, extenso moteado de las venas y/o areas intervenales,
a un amarillo total, en primavera las partes afectadas se distinguen facilmente a
distancia. El follaje y las ramas muestran pocas o ninguna malformacioén, pero
los racimos son pequefos con uvas que no maduran y de coloracion débil en las
variedades tintas. En climas caélidos, la vegetacion en verano retoma su color
verde normal y el amarillo se torna blanquecino tendiendo a desaparecer.

4. Bandeado de venas. Se caracteriza por el amarilleo de las venas
principales de hojas maduras que se extiende a las areas intervenales y
desaparece a mediados o final de verano, generalmente en un numero
limitado de hojas. Las hojas clordticas muestran una ligera malformacion.
Racimos pobres y produccion virtualmente nula (Goheen y Hewitt 1962).

Caracteristicas generales del GFLV. El virus de la degeneracion infecciosa de la
vid es un Nepovirus formado por particulas isométricas de unos 30 nm de
diametro con contorno angular y poca resolucion de superficie de estructura. Al
purificar el virus y someterlo a centrifugacion diferencial en gradiente de sacarosa,
se separan tres bandas correspondientes a tres tipos de particulas denominadas,
en funcién de su coeficiente de sedimentacion: T (Top, banda superior), M
(Middle, banda media) y B (Bottom, banda inferior), de 53, 93 y 126 S
respectivamente. El diagnodstico serolégico puede hacerse por tests
convencionales como ELISA, inmuno-electromicroscopia o por técnicas de acidos
nucleicos. El efecto del GFLV sobre el crecimiento y producciéon del vifiedo se
encuentra reflejado en numerosos trabajos, entre ellos debemos sefalar los de
Prota (1961) quien encuentra que las cepas afectadas por este virus son mas
sensibles a las condiciones ambientales adversas que las sanas; Boubals (1970)
comprueba que el numero de racimos por cepa enferma se llega a reducir un 42%
respecto a la sana, que el numero de flores por racimo disminuye a su vez el 41%
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y una parte importante de las flores que sobreviven son defectuosas,
traduciéndose en corrimiento de uva importante.

Figura 2. Sintomas producidos por el GFLV en vid.
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Asi mismo, Bovey (1973) y Bovey et al. (1980) determinan que la disminucion
de produccion en cepas enfermas por GFLV puede alcanzar hasta un 98%;
Garcia de Lujan y Garcia Gil de Bernabé (1976) afirman que el desarrollo del
GFLV produce una serie de alteraciones en las vides enfermas, tales como
corrimiento de racimos que producen la disminucién del peso y numero de
granos, con maduracioén irregular, achaparramiento de la planta con evidente
disminucion del vigor y la produccién, pudiendo llegar a una total ausencia de
racimos, presentando un raquitismo caracteristico y envejecimiento prematuro
de la vid que se traduce en pérdidas econdmicas, ademas, el vino obtenido
de cepas enfermas suele clasificarse como de “calidad inferior". Rudel (1986)
valora entre 44-94% las pérdidas producidas en la variedad Traminer en
Alemania. Katsirdakis et al. (1989) han demostrado que el porcentaje de
granos de polen estériles en vides con GFLV de la variedad Sultanine era de
un 23%, mientras que en plantas no infectadas era del 5%. Walter y Martelli
(1996) sefalan que la disminucion de cosecha en cepas infectadas por GFLV
es de un 75% en la variedad Chardonnay. En plantas con GFLV la
fotosintesis esta ralentizada con respecto a plantas no infectadas, el diametro
del tronco y de las bayas es menor, la produccion de raices mas débil, el
contenido de azucar de los frutos es ligeramente superior y ni el pH ni la
acidez de los mostos han mostrado diferencias (Auger et al. 1992). Con
respecto a la produccion de plantas de vivero la disminucién de madera
recolectada en porta injertos inoculados con GFLV puede ser de un 46%,
variando la cifra segun las variedades (Babini et al. 1981). Igualmente se ha
comprobado que el GFLV tiene un efecto negativo sobre el crecimiento y la
produccion de raices de las plantas multiplicadas "in vitro" (Barba et al. 1993).

En Espana “el entrenudo corto infeccioso de la vid” (GFLV) se cita por primera
vez como enfermedad virica por Marcilla Arrazola (1942) y Fernandez de
Bobadilla (1948, 1950) quienes describen la sintomatologia en vifiedos de
Jerez, pero las primeras publicaciones sobre la presencia del virus en Espafia
se deben a Alfaro (1971) y Fijo y Arias (1976) quienes detectan la enfermedad
asociada al nematodo vector X. index. La enfermedad ha sido encontrada en
la mayoria de las zonas viticolas espafolas basandose en diagnosticos
visuales, en La Rioja (Diaz Yubero y Esteban 1973 y Provedo y Fernandez
Sevilla 1973), en Jerez (Fijo y Arias 1976, Garcia de Lujan y Gil de Bernabé
1976), en Montilla-Moriles (Pérez Camacho 1981), y en Murcia (Padilla 1989),
ademas Ayuso y Pefa Iglesias (1973), Arias et al. (1993), y Arias y Fresno
(1994) lo citan en otras regiones; pero son Arias et al. (1994) y Garcia
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Benavides et al. (1994) quienes realizan estudios utilizando métodos
serologicos (ELISA) y biotecnoldgicos (PCR, ICPCR) para la deteccién de los
virus, demostrando que el virus se encuentra disperso en todas las zonas
estudiadas en Canarias, Castilla y Ledn, Galicia, La Mancha y Murcia.

La importancia del GFLV en Espana ha sido valorada por Pefia Iglesias
(1972), afirmando que el 20% del viledo espafiol manifestaba problemas
graves debidos al virus; en 1989 senalé que el GFLV infectaba al 90% de las
cepas de las variedades Cayetana Blanca y Garnacha, al 87% Macabeo, 85%
Airén, 75% Tempranillo, 60% Xareld, 49% Palomino, 45% Pedro Ximénez y
5% Monastrell, afectando al 67% de ellos, dando lugar a pérdidas de al
menos 364 millones de dolares.

Mecanismos de transmision del GFLV. En condiciones de campo el GFLV
solamente se ha encontrado en vid (Martelli 1978), pero experimentalmente
tiene una gama amplia de hospedadores, que comprende unas 30 familias
botanicas. Se transmite facilmente a plantas herbaceas por inoculaciéon de
savia, de vid a vid a través de material vegetal infectado y, de acuerdo con su
naturaleza de Nepovirus, por los nematodos vectores X. index y X. italiae
(Hewitt et al. 1958, Cohn et al. 1970). Es suficiente que el nematodo se
alimente una sola vez en una planta infectada por un periodo de cinco
minutos para adquirir el virus (Alfaro y Goheen 1974), aunque periodos
superiores favorecen la eficacia de la transmision.

X. index retiene el virus durante mas de ocho meses en ausencia de planta
huésped, hasta tres meses si se alimenta en plantas hospedadoras inmunes
al virus y varios afnos en presencia de restos de raices de vid. El virus se
retiene en la capa cuticular del lumen del eséfago del vector, donde puede
observarse, por microscopia electronica, en una sola capa a lo largo del
mismo (Taylor y Robertson 1970, Raski et al. 1973), tanto los adultos como
los estados juveniles pueden transmitir el virus.

La dispersion del GFLV por nematodos es lenta, debido al movimiento
limitado del vector (1,3-1,5 m/afio), que hace que no sean agentes de
dispersién eficaces, aunque no hay que olvidar el crecimiento de las raices,
por ello su importancia esta en mantener la infeccién durante periodos largos,
mientras que la propagacion a distancia se realiza a través de material
vegetal, mediante el arrastre de tierra y raices con los aperos de cultivo.
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A pesar de la existencia del virus en Europa, desde los comienzos de la
viticultura, su diseminacion comenzo a finales del siglo XIX con la introduccién
de la vid americana para el control de la filoxera, al no transmitirse por
semillas de vid su principal reservorio en la naturaleza es la vid misma, debido
a que las raices permanecen en el suelo muchos afios después de eliminar la
cepa madre infectada, pueden constituir la fuente de indculo para los vectores
en el intervalo que va desde que se levanta un vifiedo y se implanta el
siguiente, por lo que los procesos tradicionales de arranque e implante, si no
se realizan correctamente, no son efectivos.

El virus se ha encontrado en el endospermo de semillas de vid infectada, pero
no en el embridn ni en el polen de vid y en plantas herbaceas cuyas semillas
son capaces de transmitilo (Cory y Hewitt 1968). Chenopodium
amaranticolor, Ch. quinoa, Cucumis sativus, Gompherena globosa vy
Phaseolus vulgaris pueden ser reservorios del virus en la naturaleza y se
vienen utilizando conjuntamente con especies susceptibles de Vitis (V.
rupestres var. St. George) como plantas indicadoras para la deteccion del
virus y como fuentes para la purificacién del mismo.

La mayoria de los estudios sobre relacion virus-vector se han llevado a cabo
para X. index-GFLV, que es una de las transmisiones mejor estudiadas.
Todas las fases de desarrollo del nematodo tienen capacidad infectiva (Raski
y Hewitt 1963, Cohn et al. 1970), aunque durante el periodo de desarrollo los
estados juveniles pierden su infectividad entre una y otra fase, al cambiar la
capa cuticular del es6fago durante las mudas. De cualquier modo, la eficacia
de transmision se incrementa considerablemente con el tiempo de adquisicion
y con el numero de individuos utilizados en el test.

La transmisién de Nepovirus por vectores es especifica, cada especie de
nematodo transmite un virus, asi X. diversicaudatum transmite el ArMV pero
no GFLV a la inversa que X. index, aunque virus serolégicamente diferentes
pueden tener un mismo vector, ArMV y SLRV se transmiten por X.
diversicaudatum, y aislados diferentes de un mismo virus pueden transmitirse
por especies diferentes de un mismo género, serotipos escoceses de RRV y
TBRV se transmiten por L. elongatus, mientras que los ingleses tienen sus
vectores en poblaciones de L. microsoma y L. attenuatus respectivamente
(Harrison 1964). Incluso existe el caso de que un virus pueda tener dos
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vectores pertenecientes a géneros distintos, como PRMV que puede
transmitirse por X. americanum y L. diadecturus (Allen et al. 1982).

Esta asociacion especifica entre el virus y el vector parece relacionar la
proteina de la capsida del virus que interactua, con la cuticula del aparato
digestivo del nematodo vector en el punto de fijacién del virus, odontéforo y
esofago (Roberts y Brown 1980, Brown y Trudgill 1983, Brown et al. 1995),
que parece ser debida a la capa de hidratos de carbono, que tapiza de
manera discontinua odontéforo y eséfago, que puede reconocer las moléculas
de lecitina de la proteina de la capsida del virus (Robertson y Henry 1986).
Las diferencias en la eficacia de transmision de un virus por distintas
poblaciones de un nematodo hacen pensar en la existencia de razas
bioldgicas, sobre todo en especies de distribucion geografica amplia, que no
muestran diferencias morfoldgicas significativas para considerarlas especies
distintas y ademas hibridan entre si (Brown y Topham 1985, Brown y Taylor
1987); la capacidad para transmitir virus parece ser hereditaria siendo
controlada por un unico gen. Las diferencias en la eficacia de transmision
entre las distintas poblaciones indican la posible existencia de diferencias
biolégicas que no son suficientes para considerarlas especies distintas
(Brown 1986).

La mayor parte de las citas sobre transmision de virus se han basado en
pruebas experimentales en las que se ponia un cierto numero de individuos
del nematodo presunto vector en contacto con plantas infectadas de virus
durante un periodo mas o menos largo, para transferirlas posteriormente a
plantas herbaceas susceptibles al virus. Las transmisiones obtenidas de este
modo estaban influenciadas por una serie de factores que pueden
enmascarar la transmision, por lo que se considerd la conveniencia de
establecer un criterio unico en las pruebas experimentales para comprobar la
transmision, entre las metodologias propuestas se viene aplicando la
propuesta de Trudgill et al. (1983), por ser la mas sensible que permite
detectar pequenas diferencias en la eficacia de transmision en cada etapa del
proceso (adquisicion, retencion y transmision), se establecen como pasos
fundamentales que el virus y el nematodo deben estar correctamente
identificados, debe comprobarse que las plantas cebo se han infectado como
consecuencia del test y que el nematodo es la unica fuente posible de
infeccion.
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El diagnostico correcto del GFLV es de gran importancia para el
establecimiento de nuevas asociaciones virus-vector, se ha venido realizando
tradicionalmente en base a observaciones visuales o mediante la inoculacion
en plantas hospedadoras sensibles, que dan una respuesta rapida con
sintomatologia clara y bien conocida. La inoculacion puede realizarse
mediante nematodos vectores, por injerto o por inoculacion mecanica de la
savia. Sin embargo, las infecciones cruzadas pueden inducir a error y en
programas de “indexaje” y mejora se precisan métodos mas sensibles,
seguros y rapidos, por lo que se han desarrollado técnicas serologicas de
inmuno ensayo, que han adquirido un papel clave en el diagnostico de virus
en tejidos vegetales, por ser sensibles, especificas y facilmente aplicables a
un numero grande de muestras.

La técnica ELISA (Enzyme-Linked-inmunosorbent Assay) se utilizé por
primera vez en virus vegetales para la deteccion del virus de la Sharka “Plum
Pox Virus” (PPV), y desde entonces se viene aplicando en la deteccion de
GFLV en vid (Gonsalves 1979, Ramsdell et al. 1979, Bovey 1980, Englebrecht
1980, Jiménez y Goheen 1980, Tanne 1980, Clark 1981, Shanmuganathan y
Fletcher 1982). Esta técnica muestra las ventajas sobre las técnicas
convencionales de ser comoda, rapida y de gran sensibilidad, siendo util para
la deteccion de virus en mezclas de muestras sanas y enfermas en
porcentajes de infeccién pequefios, su potencialidad permite su aplicacion en
estudios epidemiologicos y en el certificado de material de propagacion, como
complemento de la seleccion visual (Clark y Adams 1977, Barba et al.1978,
Lister 1978, Bovey 1980, Nolasco 1982, Rudel et al. 1983, Walter et al. 1983),
y en la deteccion del virus en el nematodo vector (Bouquet 1983, Fresno y
Arias 1993).

Al ser una técnica serolégica con gran especificidad en reacciones antigeno-
anticuerpo a veces dificulta los ensayos de diagndstico, ya que para
diferentes estirpes de un virus a veces se requieren sueros distintos. Para
facilitar la técnica Van Regenmortel y Burckard (1980) y Clark (1981)
recomiendan el ELISA indirecto que no requiere la obtencion de sueros
conjugados para distintos virus y Rowhani et al. (1992) aplican una
modificacion del F(ab’), ELISA que es, a su vez, una modificacion del ELISA
indirecto, con mayor sensibilidad para la deteccion de GFLV, y debido a la
naturaleza acida de los tejidos de la vid, ensaya diferentes tampones de
extraccién, concluyendo que la absorbancia de GFLV aumenta si se mantiene
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un pH 7,0-7.5 a lo largo del ensayo. También Mendoza et al. (1980) utilizan
tampones con nicotina para visualizar particulas virales directamente por
microscopio electronico. Los procedimientos mas utilizados son ELISA-DAS
“‘double antibody sandwich” (Clark y Adams 1977); ELISA indirecto y ELISA
indirecto sandwich o TAS (“triple antibody sandwich”) (Koenig y Raul 1982,
Chu et al. 1989).

Se han desarrollado otras técnicas que utilizan sondas de DNA (Fuchs et al.
1991), la hibridacion del acido nucleico del virus, con sondas
complementarias del mismo marcadas radioactivamente o con sondas
colorimétricas (biotina), que inicialmente se realizaban en solucion pero
actualmente se llevan a cabo sobre membranas de nitrocelulosa o nylon, por
su capacidad de fijar acidos nucleicos (Hull 1984). Ambas permiten procesar
gran numero de muestras de manera rapida, sensible y especifica, con la
ventaja de las hibridaciones de tener una sensibilidad unas 100 veces mayor
para virus purificados (Chu et al. 1989), y detectar el genoma o parte del
mismo, segun la longitud y la naturaleza de la sonda que se utilice, mientras
que el ELISA solo detecta la proteina de la capsida, y con la desventaja de
requerir mayor complejidad de instalaciones, uso de material radiactivo y
mayor especializacién, inconvenientes que se soslayan, en parte, con el uso
de sondas no radiactivas menos sensibles (Donovan et al. 1987).

En la actualidad se estan empleando otras técnicas de gran sensibilidad en el
diagnostico de virus, la reaccién de la polimerasa en cadena, “Polimerase
Chain Reaction” o PCR (Saiki et al. 1988), es 10" veces mas sensible que el
Dot-Blot (Borja y Ponz 1992). Por esta técnica se amplifica el numero de
copias de un fragmento de DNA o cDNA del virus elevandola hasta niveles
detectables, mediante la enzima DNA polimerasa, estable a temperaturas
altas (Chu et al. 1989), con la ventaja de no ser necesario partir de virus
purificado, pudiéndose realizar con extractos de savia bruta (Borja y Ponz
1992), de gran sensibilidad y especificidad, de ser facilmente automatizable y
permitir su aplicacion a la deteccion de virus en un solo nematodo vector o en
casos en que la titulacidon del virus es muy baja o se presenta de forma
irregular en una planta. EI método de inmunocaptura-reaccién de la
polimerasa en cadena (ICPCR) (Nolasco et al. 1992) que combina el PCR con
la técnica ELISA, con la ventaja de ser mas operativo que el primero y mas
sensible que el segundo, se ha experimentado con resultados satisfactorios
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para la deteccion del virus en planta a grandes diluciones y en un solo
nematodo.

Se ha venido considerando que la facilidad de deteccion del virus dependia
de la época del ano, siendo mas alta en junio y menor en diciembre y marzo
(Bovey et al. 1980, Nolasco 1982, Rudel et al. 1983); sin embargo, el virus se
puede detectar en diferentes partes de la planta a lo largo de todo el afio, asi
como en los nematodos vectores (Fresno y Arias 1993). Por otro lado,
Rowhani et al. (1992) encuentran diferencias en los valores de la absorbancia
con F(ab’), entre los distintos tejidos de la planta a lo largo del afio; los brotes
apicales pasan de maximos en mayo a minimos en septiembre, las hojas
maduras solo dan valores altos en mayo que decrecen rapidamente
manteniéndose bajos el resto de la estacion, en madera triturada las lecturas
son moderadas a lo largo de la estacién, aunque se han encontrado
diferencias en la gravedad de la sintomatologia entre las cepas afectadas por
GFLV de una misma vifia, con predominio de uno u otro sintoma, asi como en
una misma cepa en distintos afios con diferencias en la titulacion del virus;
observandose en la mayoria de los vifedos los tres tipos de sintomas, se
considera por tanto, que es preciso establecer niveles de confianza para
trabajos de rutina.

I.3. Epidemiologia de los nematodos vectores de virus de la vid en
Espaia

Se han encontrado 11 especies de nematodos posibles vectores de virus en
Espafa, pero solo se consideran de interés desde el punto de vista de la
replantacion del vinedo X. index, vector del GFLV citado en 106 ocasiones
con una distribuciéon amplia, y X. diversicaudatum vector del ArMV que esta
localizado en el Noroeste de la Peninsula, Galicia, Leén y La Rioja y que
puede tener una distribucion mas amplia en la mitad norte peninsular (Arias et
al. 1985, 1986, 1997b). Por otro lado, hay que considerar las citas de X. rivesi
en Madrid, Ciudad Real, El Hierro y La Gomera, aunque recientemente se ha
encontrado que esta ampliamente distribuida en la zona sur de la Peninsula
(Fig. 3); X. vuittenezi por haber sido citado en vifiedos europeos asociado al
GFLV y X. coxi por haberse encontrado asociado a este virus y al “Strawberry
Latent Ringspot” (SLRV) en Europa Central. Sin embargo el unico nepovirus
encontrado en Espafa en vid es el GFLV, por ello nuestro estudio se centra
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principalmente en la caracterizacion epidemiolégica de X. index y su
correlacién con el virus.

X. americanum ha sido citado en tres ocasiones asociado a olivar en Granada
y en hospedador desconocido en la provincia de Salamanca. La revisién del
material original de la provincia de Salamanca ha permitido comprobar que
dichos ejemplares pertenecen a X. pachtaicum, el material original de olivar
en el camino del Fargue (Granada) no pudo ser revisado, pero debido al afio
en que se realiz6 la cita (1956) debe considerarse como X. americanum s.l.,
en tanto no se compruebe su identidad correcta, aunque sin duda debe
tratarse de X. pachtaicum, que es la especie mas frecuente en olivar y esta
ampliamente distribuida en ambientes mediterraneos.

X. diversicaudatum se encuentra en la mitad norte peninsular, de acuerdo con
su distribucion en Europa, se ha encontrado en 51 ocasiones, principalmente
asociado a frutales y en ambientes naturales. Su presencia en nuestro pais se
considera importante puesto que es vector del ArMV, que esta relacionado
serolégicamente y con una sintomatologia similar a la causada por el GFLV,
con el que puede encontrarse en infecciones mixtas en los vifiedos de
Europa, y aunque no se ha citado en Espafa podria hallarse en los vifiedos
de Castilla y Leodn, Cataluia y Galicia. Se destaca pues la asociacién de X.
diversicaudatum a frutales (18 citas) y ambientes naturales (31), con diez
citas en ambientes naturales de Cataluna, de las que ocho corresponden a
Barcelona y una a Gerona, 18 citas corresponden a frutales de Zamora
(siete), Avila (seis), La Rioja (dos), y Burgos, Caceres y Salamanca (una). El
resto aparecieron en ambientes naturales de Madrid, Salamanca, Segovia,
Teruel y Toledo. Asi mismo, hay que destacar su presencia en vifiedos de
Toledo y en los de Arbd, Cambados, Ribadumia, Salvaterra do Mifio, Tomifio
y Tuy en Galicia.

Por otro lado, la vid junto a la higuera son los principales hospedadores
de X. index, que son dos especies vegetales que aparecen frecuentemente
asociadas. El nematodo se desarrolla muy bien en higuera, donde alcanza
poblaciones numerosas y se mantiene durante mucho tiempo, ademas los
ejemplares portadores de GFLV pierden su capacidad infectiva al alimentarse
de la higuera, sin que lleguen a transmitirle el virus. En consecuencia, en
aquellos viledos donde existen higueras, estas constituyen un buen
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reservorio para el nematodo, donde se mantienen sus poblaciones en las
etapas entre plantaciones consecutivas. Se ha encontrado en Espafia
asociado a otras especies vegetales (44 citas) fundamentalmente en frutales
y esporadicamente en cultivos horticolas y cereales. En la revision del
material original correspondiente a las referencias de distintas especies de
roble, se ha comprobado que dichos ejemplares se corresponden con
juveniles de X. diversicaudatum, por lo que dichas referencias deben
considerarse erréneas. Asi mismo, en estudios realizados en Jumilla (Murcia),
en 20 muestras de olivar y almendro, que son especies vegetales
frecuentemente asociadas al vifiedo en la agricultura mediterranea, no se ha
encontrado X. index, lo que parece confirmar que sus principales
hospedadores son vid e higuera. Presenta una distribucion amplia en la
Peninsula (Fig. 3). Se suprime también la cita de la referencia de X. index en
Citrus sinensis en Madrid (capital) por tratarse de un cultivo experimental v,
ademas, en el analisis de 422 muestras de suelo de citricos de Castellon de
la Plana, no aparecio esta especie (Bello et al. 1985).

X. rivesi aparecid en 70 ocasiones con una distribucion amplia en mitad
suroriental de la peninsula, asociado principalmente a frutales y ambientes
naturales (Fig. 3). Al igual que ocurre con Longidorus attenuatus, L. elongatus
y L. macrosoma, estas especies deben tenerse en cuenta para el caso de la
posible introduccion de los virus que transmiten en vides americanas.

X. index es el principal vector de GFLV, ambos patégenos tienen una
distribucion mundial asociada al vifiedo, con una distribucidén amplia en la
Espafa Peninsular y en el archipiélago Canario, en todos los climas desde el
eurosiberiano en Galicia al mediterraneo mas arido en Murcia (Fig. 3). Goitia
(2004) aporta nuevas citas de este nematodo en Alicante (una cita), Avila
(dos), Badajoz (siete), Burgos, Cadiz, Cuenca y Gran Canaria (una), Murcia
(dos), Pontevedra (tres), Tenerife (ocho), Valladolid (una), Zaragoza (dos) y
Zamora (seis).

X. italiae, que se ha comprobado experimentalmente que es vector del virus
pero en campo tiene una efectividad menor, es un nematodo ampliamente
distribuido en la cuenca mediterranea que aparece frecuentemente asociado
a nuestros vifiedos. Se dan nuevas citas en Murcia (siete) y Pontevedra
(seis).
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X. diversicaudatum es el vector del Virus del Mosaico del Arabis (ArMV) que
se encuentra en vides europeas, su presencia en Galicia, Ledn y La Rioja
(Fig. 3) hace suponer que puede tener una distribucidon mas amplia en la
mitad norte peninsular, donde se dan los climas templados mas adecuados
para su desarrollo.

La cita de X. mediterraneum en Jerez (Cadiz) por Tobar Jiménez y Peman
Medina (1970), pertenece a X. pachtaicum que es una especie que se
encuentra ampliamente distribuida en areas de clima mediterraneo, incluidas
las zonas aridas debido a que soporta bien la sequia. Aunque se ha
encontrado asociada a vides con sintomas de GFLV, no se ha comprobado
que sea vector del virus e incluso se ha utilizado como control negativo en
tests de diagnostico. Se considera que pertenecen a esta especie las citas de
X. mediterraneum, ya que ambas especies fueron sinonimizadas por Lamberti
y Siddiqi (1977).

X. ingens se ha encontrado principalmente en la Regién Central, con una cita
en Jaén y otra en Valencia, asociado tanto a vid como a ambientes naturales,
y X. vuittenezi con una cita en Valencia y otra en Murcia, nunca se han
encontrado asociados a la presencia de virus. Por ultimo, X. vuittenezi que se
ha encontrado asociado al GFLV en vifiedos europeos pero no esta
comprobado como vector; X. coxi se ha encontrado asociado a este virus y al
“Strawberry Latent Ringspot” (SLRV) en Europa Central, pero su transmision
tampoco se ha comprobado experimentalmente.

Por todo ello, se han encontrado en los viiedos espafoles 21 especies de
nematodos de la familia Longidoridae, que incluye los posibles vectores de
nepovirus para estos cultivos, la especie mas frecuente es X. pachtaicum con
314 citas, seguida de X. index (106), X. italiae (73), X. rivesi (70), X.
diversicaudatum (10), Longidorus belloi (8), X. ingens (4), X. pseudocoxi, y X.
turcicum (3), L. macrosoma y X. sahelense (2), L. attenuatus, L. elongatus, X.
coxi europaeum, X. neovuittenezi, X. pyrenaicum y X. vuittenezi (una). De las
especies de longiddéridos encontradas en vifiedo solo L. attenuatus, L.
elongatus, L. macrosoma, X. diversicaudatum y X. rivesi se pueden considerar
como transmisores de virus al vifiedo, solo X. diversicaudatum y X. rivesi
aparecen en mas de cinco localidades, encontrandose X. diversicaudatum
unicamente en vifiedos de Toledo, La Rioja y Galicia (Fig. 3).

47



Antecedentes

Respecto a otros nematodos vectores de otros virus, deben tenerse en
cuenta, en primer lugar, X. diversicaudatum por ser vector del Virus del
Mosaico del Arabis (ArMV) en las vides europeas, Longidorus macrosomay L.
elongatus vectores del “Raspberry Ringspot Virus” (RRV), L. attenuatus y L.
elongatus que transmiten el “Tomato Black Ring” (TBRV), pero se encuentran
muy localizados y se considera que por el momento no representan un
problema para las zonas vitivinicolas espafolas. Entre los vectores de virus
en vides americanas se han encontrado X. rivesi vector del “Tomato Ringspot”
(ToRSV) y L. elongatus que transmite el “Peach Rosette Mosaic” (PRMV). Sin
embargo, las citas de X. americanum, vector del TRSV y el ToRSV en vides
americanas en el Condado de Huelva y en El Penedés de Werland—Ardaiz y
Pérez Camacho (1993) y Ripoll (1980) respectivamente, deben considerarse
erroneas, ya que los nuevos muestreos realizados en la zona ponen de
manifiesto que se trata de X. pachtaicum, que pertenece a X. americanum
s.l., que constituye un grupo formado por mas de 15 especies, entre las que
se incluye X. pachtaicum (Lamberti y Bleve Zacheo 1979). Esta comprobacion
tiene interés por el hecho de que X. americanum sensu stricto es un
nematodo de cuarentena en Europa.

X. index y el GFLV tienen una distribucion mundial que coincide con la del
cultivo de la vid, que es el principal hospedador de ambos, ya que el GFLV en
campo solamente se ha encontrado en este cultivo (Martelli 1978). La
distribucion de X. index en Espana indica que este nematodo parece ser
especifico de la vid, donde existen mas de 100 citas, siendo sus
hospedadores alternativos la higuera (11 citas) y, en menor grado frutales,
manzano (tres citas), albaricoquero, ciruelo, melocotonero y peral. Llama la
atencién el que no aparezca en almendro ni olivo, que son -cultivos
frecuentemente asociados con la vid en la agricultura mediterranea. Estas
observaciones estan de acuerdo con los resultados de Moral del (1996) en el
estudio de la distribucion de este nematodo en las series de vegetacion de la
cuenca del Guadiana, donde de 22 especies vegetales muestreadas,
incluyendo vid, higuera y frutales, asi como especies de ambientes naturales,
X. index aparece en el 16% de las muestras de higuera, en el 12,5% de las de
vid y una sola vez (0,9%) en peral. Tampoco se ha encontrado en el estudio
de 422 muestras de suelos de citricos analizadas en Castellén de la Plana por
Bello et al. (1985).
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Figura 3. Distribucion: A. X. index, B. X. diversicaudatum, C. X. rivesi.
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Del resto de los nematodos vectores de virus de la vid destaca en primer
lugar X. diversicaudatum, con una distribucién principalmente en el Centro y
Norte de la Peninsula, que nos muestra que este nematodo es un claro
componente biogeografico de la region Eurosiberiana (Rivas Martinez 1987),
asi como X. rivesi que se encuentra ampliamente distribuido por todo el pais,
las restantes especies se han encontrado en raras ocasiones en vid: L
attenuatus y L. elongatus (una cita) y L. macrosoma (dos citas). Sin embargo
se han encontrado en otros cultivos: L. attenuatus (seis citas), L. elongatus
(cuatro), L. macrosoma (cinco), X. diversicaudatum (51) y X. rivesi (70). Se
considera que no tienen interés como transmisores de virus las siguientes
especies que han aparecido asociadas a los viiiedos espanoles: L. belloi, X.
ingens, X. pachtaicum, X. pseudocoxi, X. pyrenaicum, X. sahelense, X.
turcicum y X. vuittenezi. Por ultimo, entre los nematodos transmisores de virus
de la vid no se han encontrado las especies siguientes: L. apulus, L.
diadecturus, L. fasciatus, X. americanum y X. californicum (Goitia 2004).

Nematodos vectores de virus en la vid por Autonomias en Espafa. En La
Comunidad de Andalucia, los primeros trabajos corresponden a Jiménez
Millan et al. (1965), encontrandose en estudios posteriores GFLV y X. index
asociado a los sintomas del virus en Jerez y Manzanilla-Sanlucar de
Barrameda (Alfaro 1971, Fijo y Arias 1976, Garcia de Lujan y Gil de Bernabé
1976). En la de Montilla-Moriles se ha estudiado la importancia y distribucion
de enfermedades de etiologia supuestamente viral, en base a diagndsticos
visuales, pero no se ha comprobado serolégicamente la presencia del virus ni
se ha encontrado X. index. En el Condado de Huelva no se ha encontrado
ninguno de los dos patégenos (Pérez Camacho 1981), pero en los parrales de
Almeria se encuentran ambos (Arias et al. 1985, Guerrero et al. 1989). Por
otro lado, han aparecido L. attenuatus, X. index y X. rivesi asociados a
frutales y horticolas, L. macrosoma y X. diversicaudatum en ambientes
naturales, lo que indica la posible presencia y riesgo de introduccién de los
virus que transmiten.

En Aragoén existen datos de la presencia de X. index en dos localidades de la
DO de Carifiena, y de GFLV en una localidad de Zaragoza y otra de Huesca,
también se ha encontrado X. index asociado a frutales de Huesca y Teruel.
Por otro lado X. diversicaudatum esta citado en ambientes naturales, y X.
rivesi en Aula Dei (Zaragoza). Se indica la posibilidad de dispersion del GFLV
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y el riesgo de introduccion del ArMV (Pinochet y Bergua 1983, Arias et al.
1985).

En Canarias el GFLV esta ampliamente extendido en todas las islas, incluso
en plantaciones jovenes, asi como X. index que se encuentra en mayor
abundancia en higueras, y en los suelos con alto contenido de humedad, si
bien no aparecido el nematodo en los vifiedos cultivados sobre sustratos
volcanicos en ambientes xéricos (Bello 1969, Arias et al. 1993, Arias 1998).
Por otro lado, Espino et al. (1995, 1996) confirman las observaciones de R.
Rodriguez, quien en el ano 1990 sefiala el bajo rendimiento de las cepas
afectadas por el nematodo, y encuentran GFLV en el 1,47%, pero solo en dos
zonas del norte de la isla de Gran Canaria. Fresno et al. (1993) indican que la
tradicional forma de cultivo de la vid en Canarias, sobre cenizas volcanicas,
impide la extension de la enfermedad en Lanzarote, La Palma, El Hierro y sur
de Tenerife. No ocurre lo mismo en los vifiedos de Gran Canaria, ubicados
en zonas de “laurisilva” con alto contenido de humedad en el suelo y en el
ambiente. Arias et al. (1997a) indican que X. index esta ampliamente
extendido en todo el Archipiélago fundamentalmente en higueras, en suelos
con alto contenido de humedad, por otro lado se ha encontrado X. rivesi en
las islas de El Hierro y La Gomera.

Castilla-La Mancha es la Comunidad mejor estudiada y con mayor superficie
dedicada al vifiedo (Fernandez Martinez 1993). A esta region corresponden el
36% de las citas de X. index, sin embargo la baja frecuencia y abundancia
relativa de nematodos en la zona, corrobora la hipétesis de que sus
caracteristicas agroambientales condicionan la aparicion de problemas
fitopatoldgicos graves, limitando el desarrollo de plagas y enfermedades v,
por lo tanto, permitiendo el disefio de sistemas agrarios de gran calidad
ambiental, entre los que destacan los vifiedos (Navas 1984, Bello et al. 1985,
1990, 1996), que también esta de acuerdo con las observaciones de Arias et
al. (1994, 1997a,b) quienes encuentran X. index con una incidencia de solo el
14%, pero con un 29,6% de incidencia virus-vector, lo que indica su
importancia en la epidemiologia del virus, aunque el GFLV aparece con una
incidencia maxima del 12% (+ 0,025), porcentaje muy inferior al que se venia
estimando en base a diagnosticos visuales (Pefia Iglesias 1972).
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Debido a las caracteristicas agroambientales de Castilla-La Mancha los focos
de GFLV-X. index se mantienen en rodales muy localizados, que se extienden
muy lentamente bajo las técnicas agricolas tradicionales, donde los
nematodos se encuentran en poblaciones muy pequefias y muestran muy
baja movilidad, por lo que Ila importancia de los nematodos esta
principalmente en mantener la infeccion en el campo por periodos largos. La
modificacion de las técnicas agrarias, principalmente aquellas que influyen
sobre la humedad de los suelos y la temperatura, pueden implicar riesgos
derivados de la distribucidn potencial de los organismos patdégenos, puesto
que estos factores ambientales influyen en el desarrollo de X. index de
manera que su ciclo de vida varia de dos a 14 meses, dependiendo
principalmente de la temperatura y el desarrollo estacional de la planta
huésped (Allen et al. 1988, Scotto La Massese et al. 1988, Arias et al.
1997a,b), siendo el contenido de humedad del suelo otro de los factores mas
limitantes para el desarrollo de sus poblaciones, que aumentan
considerablemente con la introduccién de regadio (Arias et al. 1993, 1997a,b).

En los vifedos donde se ha introducido regadio, se observa la aparicion
generalizada de sintomas, como mosaico amarillo, bandeado de venas,
deformacion de madera, corrimiento de uva, etc., junto a un considerable
incremento de las poblaciones de X. index y en consecuencia de la dispersion
de GFLV. También influye la instalacion de riego en la presencia de
nematodos en los horizontes superficiales del suelo incluso en los periodos
de mayor calor, en contraste con lo que ocurre con el manejo tradicional del
viiedo, donde las poblaciones de nematodos son muy bajas y en los periodos
de mayor temperatura solo se encontraba algun individuo en los horizontes
argilicos mas profundos, donde se mantiene la escasa humedad del suelo,
muriendo cuando llegan a la costra de carbonato calcico que es caracteristica
de los suelos de La Mancha. Por lo tanto, la actual modificacion de las
técnicas de manejo de viiedo en esta Comunidad puede contribuir al
incremento de estos patéogenos (Arias et al. 1997b). La presencia de X.
diversicaudatum en la Sierra de San Vicente (Toledo) se considera puntual
dada su baja frecuencia y maxime cuando es un nematodo de climas
templados, estando su limite meridional de distribucion en esta zona (Navas
1979, Navas et al. 1988), a pesar del gran numero de plantas examinadas no
se ha encontrado el ArMV, también se ha encontrado X. rivesi en Albacete,
Ciudad Real y Toledo.
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Castilla y Leén, tienen una superficie dedicada al vifiedo superior a las
60.000 ha. En las DO del Bierzo, Cigales, Ribera de Duero, Rueda y Toro, asi
como en la denominacion especifica Cebreros se ha encontrado GFLV con un
12,8% de incidencia, siendo El Bierzo la menos afectada por la virosis y Toro
la de mayor incidencia, con un 48%, las restantes DO se situan entre el 9% y
19%, en Cigales, Toro y Cebreros no se encontré ningun municipio libre de
virus. La presencia del nematodo vector aparece correlacionada con la virosis
en el 31% de las muestras, pero en el 50% de las estudiadas en Toro. Ni en
El Bierzo ni en Rueda hay presencia del nematodo (Garcia Benavides et al.
1994). Sin embargo, la presencia de X. index en otros once hospedadores y
teniendo en cuenta la distribucion espacial de estos organismos a lo largo de
las distintas estaciones del aiho es muy probable que la incidencia del
nematodo vector sea superior al encontrado, tal y como indican Arias y
Fresno (1994).

La presencia en hospedadores alternativos de X. diversicaudatum en 15
ocasiones, nematodo frecuente en Europa y ampliamente distribuido en la
mitad norte de la Peninsula por ser un nematodo de ambientes templados
transmisor del ArMV, presupone un posible riesgo de introduccion y
dispersiéon de este virus (Arias et al. 1985, 1986, Diez Rojo et al. 2006). Asi
mismo, la presencia de L. attenuatus, L. elongatus, L. macrosoma y X. rivesi
en hospedadores alternativos indica también el riesgo que estos nematodos
conllevan para la introduccién de virus de vides americanas.

En las DO de Cataluiia se ha encontrado X. index en tan solo dos localidades
de El Penedés y, aunque se ha encontrado el GFLV, no existen datos de su
posible correlaciéon. Conviene indicar que la cita de X. mediterraneum
(Pinochet y Cisneros 1986) debe modificarse por pertenecer a X. pachtaicum
(Lamberti y Siddiqi 1977), a pesar de que este nematodo no es vector de
virus. También debe considerarse errénea la cita de X. americanum en
vinedos en Cerdanyola del Vallés (Ripoll 1980, Ripoll y Minguez 1984),
puesto que en los muestreos realizados para su comprobacién se ha
confirmado que en realidad se trata de X. pachtaicum. Por ultimo, la presencia
de X. diversicaudatum en ambientes naturales (Escuer y Palomo 1991,
Escuer 1995) y de X. rivesi asociado en hospedadores alternativos indica el
riesgo de introduccioén del ArMV y TRSV respectivamente.
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En Tierra de Barros (Badajoz) se ha encontrado X. index correlacionado con
GFLV con una incidencia superior al 10%, estando el virus en un 29% de las
muestras afectando a la produccion y a la longevidad de las cepas portadoras
de virus, que mueren prematuramente, aunque esta ultima observacion es
poco importante desde el punto de vista econdmico puesto que no superan las
dos cepas hectarea y afio.

En las zonas vitivinicolas de la Ribera del Guadiana, se ha encontrado una
incidencia GFLV-X. index en torno al 4% de las muestras analizadas, pero con
una correlacion de ambos patégenos del 99% (Moral del 1996, Arias at al.
1997c). Al igual que en la region de La Mancha, la modificacion del manejo del
vifiedo en esta zona, puede derivar a un aumento de la incidencia de GFLV.
Como hospedadores alternativos de estos nematodos se ha encontrado X.
diversicaudatum en ciruelo y X. index en cerezo en La Vera (Caceres), asi
como en higuera y peral de la cuenca del Guadiana (Moral del 1996).

La Comunidad Autbnoma de Galicia cuenta con mas de 30.000 ha de vifedo,
en ella se han encontrado ambos patdégenos, el GFLV con una incidencia del
19%, que generalmente no se corresponde con la sintomatologia observada,
siendo las zonas mas afectadas las Rias Baixas y Valedoras y las menos
Ribeiro y Amandi, no habiéndose detectado el virus en Verin, en cualquier caso
el GFLV no se encuentra tan extendido como se venia estimando en base a
diagndsticos visuales (Fresno et al. 1993, Abelleira et al. 1999). Ademas
destaca la presencia de X. diversicaudatum vector del ArMV en Corufia,
Orense y Pontevedra, por lo que se deberia comprobar la posible presencia de
este virus y en cualquier caso considerar el riesgo de su introduccién.

En Madrid se encuentra X. index asociado tanto a vid como a higuera y otros
hospedadores alternativos (Arias et al. 1985), asi como X. rivesi. También se
ha detectado serolégicamente la presencia de GFLV en diversas localidades
del entorno de Villa del Prado. En hospedadores alternativos se encuentran,
ademas, L. attenuatus, L. elongatus, L. macrosoma, X. diversicaudatum y X.
rivesi.

En Murcia, Bello et al. (2004) realizan en primer lugar la caracterizacion de los

problemas fitonematolégicos de los vifiedos de Murcia, encontrando que las
primeras citas se deben a Jiménez Millan (1962) quien encuentra en un parral
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de Abaran: Crinonemoides xenoplax, X. index, y Xiphinema spp., considerando
errbneamente a C. xenoplax como transmisor de virus. Se ha encontrado X.
index en las DO de Bullas, Jumilla y Yecla asociado a vid en Abaran, Molina de
Segura y Jumilla, en esta ultima localidad con una correlacion con el GFLV alta.
Ademas se ha encontrado el nematodo asociado a citricos en El Algar, higuera
de Alcantarilla, ElI Palmar y Pueblo Nuevo asi como en ambientes naturales de
Tobarra, que sin duda pueden actuar de reservorios del patégeno, X. rivesi en
almendro, citricos, melocotonero y morera en Alcantarilla, ciruelo, citricos,
higuera, membrillero y peral en Pueblo Nuevo, albaricoquero y melocotonero
en Caravaca (Arias 1974, Arias y Bello 1977, Arias et al. 1985, Escuer et al.
2004). Este nematodo constituye un riesgo para la introduccion de ToRSV y
TRSV en el vifiedo. Sin embargo no se ha encontrado X. index en almendros
ni olivos que se encontraban proximos a una vifia fuertemente infectada en
Jumilla, lo que una vez mas corrobora la especificidad del nematodo por la vid
e higuera (Diez Rojo 2006).

En Navarra se ha encontrado X. index en vifiedos e higuera, la distribucion del
nematodo posiblemente es mucho mas amplia, habiéndose encontrado
también GFLV (Arias et al. 1985, Grupo de Trabajo de los Problemas
Fitosanitarios de la Vid 2001), sin embargo se requiere un estudio mas
profundo para conocer la magnitud del problema en esta zona. Aunque no
aparecio X. diversicaudatum en vid, hay que tener en cuenta que ha sido citado
en hayedos de los Montes Echarri y Gorogain (Arias et al. 1985), lo que no
descarta que pueda estar mas extendido con el consiguiente riesgo para la
introduccion del ArMV.

En La Rioja, incluyendo Rioja Alta, Baja y Alavesa, con casi 39.000 ha,
solamente existian hasta el momento dos citas de X. index (Lara y Bello 1983,
Arias et al. 1985, Pinochet y Cisneros 1986) y la presencia de GFLV se
determind en base a diagndsticos visuales (Diaz Yubero y Esteban 1973,
Provedo y Fernandez Sevilla 1973), sin embargo recientemente se han
encontrado altas concentraciones de GFLV en vifiedos de La Rioja y Navarra
asociados a X. index y en Abalos la infeccién se encontraba generalizada por
toda la vifia, mostrando los sintomas caracteristicos del entrenudo corto,
madera aplanada, ramificaciones y hojas dentadas (Arias et al. 2002). Por otro
lado, Navas (1984) considera que X. index prefiere suelos alcalinos, deficientes
en materia organica y con bajo contenido en arena. Finalmente se destaca el
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hecho de que en esta zona se dan las condiciones ambientales necesarias
para el desarrollo de X. diversicaudatum y L. elongatus, que son vectores de
virus que afectan a variedades de vides europeas y americanas,
respectivamente.

En las DO de Alicante, Utiel Requena, y Valencia se ha encontrado X. index en
seis ocasiones, en Alicante, Castellon y Valencia (Arias et al. 1985) y GFLV en
estudios puntuales, sobre todo en variedades de uva de mesa (Miralles 1989,
Toledo Panos et al. 2003). Se destaca ademas la presencia de L. attenuatus,
X. diversicaudatum y X. rivesi en hospedadores alternativos especialmente
frutales y citricos.

Finalmente en el Pais Vasco se ha encontrado X. diversicaudatum en
ambientes naturales de Alava y X. index en frutales de Bizkaia. Se destaca la
importancia de X. index en la epidemiologia del GFLV, por su larga
persistencia en el suelo, maxime si tiene hospedadores alternativos que le
sirvan de reservorio, como en el caso muy especial de las higueras, aunque
esta planta elimina el virus, la importancia del manejo del cultivo en el
incremento de las poblaciones del nematodo y en la dispersion de la
enfermedad, asi como la importancia de las medidas fitosanitarias en las
nuevas plantaciones y la utilizacién de métodos adecuados y sensibles para
la deteccidn del virus. Asi mismo, se pone de manifiesto el interés que tiene,
para los servicios de diagndstico y cuarentena, en preplantacion o
introduccion de material vegetal, la posibilidad de detectar el GFLV en
cualquier época del afo, tejido de la planta y en un solo nematodo por el
método de IC-RT-PCR o en cinco nematodos por ELISA (Arias et al. 1997b).
Se resalta la conveniencia de estudiar otros nepovirus de control obligatorio
en la Unién Europea, cuyos nematodos vectores se han encontrado en
Espafia, y se destaca que X. americanum sensu stricto y Longidorus
diadecturus, que son vectores de virus en los vifiedos de EE UU, no se han
encontrado en Europa.

Il.4. Manejo agronémico de nematodos en vifiedo
Como alternativas de manejo estan en primer lugar las medidas fitosanitarias,

sobre todo el empleo de material certificado libre de virus y la limpieza de
aperos, que son eficaces especialmente en el caso de los nematodos vectores
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de virus, como el GFLV, asi como las practicas culturales, el barbecho o
las enmiendas organicas que permiten regular las poblaciones de
nematodos. También se vienen utilizando plantas resistentes, agentes de
control biolégico y métodos fisicos como la solarizacién o la aplicacion de vapor
de agua, especialmente para la desinfeccién de sustratos, y la termoterapia
para el manejo de GFLV (Rudel 1988, Bello et al. 2004). Pero la utilizacion de
productos quimicos es el método mas utilizado y, hasta ahora, la unica
alternativa cuando otros métodos de control no se pueden aplicar o cuando las
técnicas agrondmicas no reducen o suprimen el problema de modo eficaz. Los
productos quimicos que se han venido utilizando con mas frecuencia son los
fumigantes, como 1,3-dicloropropeno (1,3-D) con cloropicrina (Pic), dazomet,
metam sodio o bromuro de metilo (BM), y compuestos no volatiles como los
organofosforados: etoprofos y fenamifos; y los carbamatos: aldicarb y oxamilo
(Boubals y Dalmasso 1968, Lear et al. 1981, Raski y Goheen 1988). El coste
del tratamiento quimico de una hectarea de vifiedo consiste en la aplicacién
localizada de 1,3-D al 95% (inyectable) con una dosis de 500 litros ha™ y un
coste unitario de 4,11 €/kg de producto y 0,24 euros/kg de aplicacion,
ascendiendo a 2.175 €/ha el coste total de una hectarea de vifiedo
desinfectada quimicamente (Goitia 2004).

El BM se viene utilizando en la desinfeccidn de los vifiedos desde hace mas de
20 anos, principalmente en EE UU, Sudafrica, Francia e Italia (Van Gundy et al.
1972, Raski et al. 1983, Raski y Goheen 1988). Aunque no se tiene
conocimiento de que se haya empleado en Espana para este cultivo. Debido a
la introduccion del riego en los viAedos, en los ultimos anos, se han
generalizado y estan aumentando los problemas de virus y nematodos, siendo
necesaria la busqueda de alternativas de control que sean econdmicamente
rentables y ecoldégicamente compatibles (Arias et al. 1997a,b, Arias 1998), por
otro lado Basile et al. (1986) y Raski y Goheen (1988) aplicaban BM para el
control de X. index en Italia y EE UU respectivamente. EI BM produce la muerte
total de X. index a las 48 horas de exposicion a 600 ppm, aunque los juveniles y
adultos se mantienen vivos hasta las 43 y 27 horas respectivamente (Van Gundy
et al. 1972).

Entre las alternativas no quimicas destaca la solarizacion, que utiliza la energia

solar y recientemente la biodesinfeccién que se basa en la utilizaciéon de las
sustancias resultantes de la descomposicion de la materia organica, que se viene
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utilizando con gran eficacia como alternativa al uso de BM, un producto toxico y
sobre todo un potente destructor del ozono estratosférico, por lo que su retirada
es inminente (Bello et al. 1997a). Por otro lado, D’Addabbo et al. (1999) estudian
el efecto del orujo de aceituna en el control de X. index, observando su mayor
eficacia después de seis meses de su aplicacion. Aballay e Insunza (2002)
sefialan que Brassica napus reduce significativamente los problemas
ocasionados por X. index.

La Solarizacién es un método que utiliza la energia solar en el control de los
patdbgenos y se fundamenta en el tratamiento del suelo con calor solar
mediante la cobertura con laminas delgadas de plastico transparente durante
periodos prolongados de cuatro a ocho semanas. Bello et al. (2004) consideran
que por si sola esta alternativa no es eficaz, especialmente cuando se trata de
controlar organismos moviles como son los nematodos, y que en los suelos de
la region mediterranea se desplazan a los horizontes mas profundos por la
accion de la temperatura, pudiendo ser incorporados de nuevo a la capa
superficial del suelo con las labores. En los casos donde la solarizacion ha sido
eficaz, se trata por lo general de suelos con alto contenido en materia organica
(solarizacion mas biodesinfeccion, biosolarizacién), o en suelos poco
profundos. La solarizacion puede ser eficaz cuando se combina con
biodesinfeccion, durante al menos un mes, a una temperatura ambiente
superior a 40 °C, aunque se recomienda de 30 a 45 dias durante los meses de
julio y agosto (Lacasa et al. 1999, Bello et al. 2003).

La Biodesinfeccion constituye una alternativa no quimica para el manejo de
organismos patdégenos de los vegetales de origen edafico, que se fundamenta
en el efecto biocida de las sustancias resultantes de la descomposicion de la
materia organica. Su efectividad se incrementa cuando se incorpora en un
sistema de produccién integrada, prolongando su eficacia en el tiempo por
medio de practicas culturales como la rotacion de cultivos, periodos de
barbecho, injerto, solarizacién y otras como la época y modo de siembra,
labores, manejo del agua, cubiertas, control sanitario, empleo de agentes
bioldgicos de control e incluso bajas dosis de pesticidas (MBTOC 1998, Bello et
al. 2000a,b). Existen buenos ejemplos de la eficacia de la biodesinfeccion para
el manejo de hongos, nematodos y malas hierbas, aunque solo se han aplicado
en cultivos de hortalizas y fundamentalmente en el manejo de nematodos
formadores de ndédulos del género Meloidogyne, por lo que no existe
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experiencia del uso de esta alternativa para el control de nematodos en suelos
de vifiedo (Bello et al. 2000a,b, 2001, 2003, Gémez Soriano et al. 2006).

La biodesinfeccion podria tener grandes posibilidades en las zonas vitivinicolas
espafnolas, debido a que es importante la carga ganadera, que da lugar a la
produccion de un gran numero de toneladas de estiércol, 80.723.600 t/afio
(MAPA 2004a,b). Ademas existe una gran tradicion de cultivos forrajeros que
pueden utilizarse como abono verde y actuar como biodesinfectante,
especialmente en el caso de las cruciferas que como se ha demostrado tienen
una gran eficacia para el manejo de nematodos en la remolacha (Lépez Robles
1991). Por otro lado, existe una gran produccion de champifidén, especialmente
en Castilla-La Mancha y La Rioja, cuyos residuos pueden utilizarse como
biodesinfectantes, a la vez que también pueden emplearse subproductos de
industrias vitivinicolas y oleicolas (Bello et al. 1997a, 2003, 2004, Lépez Pérez
2004). Por todo ello, hemos centrado nuestras investigaciones en el estudio de
la eficacia de la biodesinfeccién en el manejo de los nematodos del vifiedo,
mediante la utilizacién de diversas materias de origen organico, tanto mediante
determinaciones in vitro o en suelo bajo condiciones de laboratorio como en
campo, tratando de determinar su eficacia en el control de X. index, por ser
vector del GFLV, el principal problema nematoldgico en vifiedos.

Desde el punto de vista del manejo del cultivo se destaca la importancia que
tiene el conocer la epidemiologia de X. index y su relacién con la transmisién
del GFLV, por su larga persistencia en el suelo, maxime si tiene hospedadores
alternativos que le sirvan de reservorio. Se pone de manifiesto la importancia
del manejo del cultivo, especialmente la introduccion de riego, en el incremento
de las poblaciones del nematodo y, en consecuencia, en la dispersion de la
enfermedad. Se resalta la importancia de las medidas fitosanitarias, como
utilizacién de plantas certificadas libres de virus en las nuevas plantaciones,
utilizacion de meétodos adecuados y sensibles para la deteccion del virus,
control del material utilizado para injertos, control y limpieza de aperos, etc. Asi
mismo, se pone de manifiesto que el hecho de que el GFLV pueda detectarse
en cualquier época del aio y en cualquier tejido de la planta es de gran interés
en programas de seleccion sanitaria y de control, y la posibilidad de detectar el
virus en un solo nematodo por el método de IC-RT-PCR o en cinco nematodos
por ELISA es muy importante, para los servicios de diagndstico y cuarentena,
en preplantacion o introduccién de material vegetal. Se indica, asi mismo, la
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conveniencia de estudiar otros nepovirus de control obligatorio en la Unidn
Europea y cuyos nematodos vectores se han encontrado en Espafia. Por
ultimo, se indica que en el Reglamento Europeo se recoge que los viveros de
plantones de vid deben estar libres de Longidorus spp. y Xiphinema spp.,
cuando estos géneros estan ampliamente distribuidos en los suelos de toda
Europa y muchas de sus especies no son patogenas. Por otro lado conviene
recordar que X. americanum sensu stricto y Longidorus diadecturus, que son
vectores de virus en los vifiedos de EE UU, no se han encontrado en Europa.

Se ha encontrado resistencia a X. index en Vitis arizonica, V. candicans,
Muscandinia rotundifolia (V. rotundifolia), V. rufotomentosa, V. smalliana y V.
soloni (Kunde et al. 1968). Senalan Coiro et al. (1990a,b) que V. candicans es
una fuente de resistencia para X. index y que este nematodo no se desarrolla
sobre morera. Por otro lado, Hafner (1988) sefiala la existencia de un portainjerto
Borner, resultado del cruce de Riparia 183Gm X Vitis cinerea, que fue registrado
en Alemania en 1989, que es resistente a filoxera y nematodos transmisores de
virus. Bouquet et al. (2000) senalan que los hibridos de V. vinifera X M.
rotundifolia pueden ser eficaces como portainjertos por ser resistentes a X. index
y GFLV. Mauro et al. (2000) senalan la posible obtencion de portainjertos
resistentes de origen transgénico en Francia. Cordeau (1998) revisa portainjertos
y virosis de la vifia. Sassanelli et al. (1999) y Ridolfi et al. (2001) sefialan que X.
index no se desarrolla con eficacia en olivo, dependiendo la densidad de sus
poblaciones del contenido en fenoles de la planta.

1.5. Biodesinfeccion en viiedos

Bello et al. (2004) en estudios de biodesinfeccion en vifiedo realizados en
bandas, demuestran que el empleo de plastico en las calles del viiedo antiguo
una vez biodesinfectadas con estiércol de oveja mas gallinaza (7:3) con dosis
de 10 kg/m? y dejando las filas de vifiedo antiguo en barbecho como testigo,
fueron eficaces en el manejo de X. index, siendo las calles donde se lleva a
cabo la biodesinfeccion en las filas del nuevo vifiedo replantado. Con el fin de
optimizar el método de aplicacion para eliminar los individuos de X. index en el
suelo, y sobre todo porque las raices de la vid pueden alcanzar varios metros,
tanto en horizontal como en profundidad, por ello era necesario comprobar qué
ocurre en las calles biodesinfectadas que se dejaron en barbecho como testigo,
puesto que hay que tener en cuenta que para evitar riesgos de reinfestacion
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del vifedo, se debe descartar la presencia de un solo nematodo portador
del virus causante del “ entrenudo corto de la vid” (Arias et al. 1997c),
tratando a la vez de encontrar otras alternativas como es el uso de
subproductos agroindustriales, para ello se realizaron una serie de muestreos,
con el fin de valorar la influencia del barbecho sobre el X. index, la eficacia de
la biodesinfeccidon en bandas y el efecto a lo largo del perfil del suelo.

En cuanto a la influencia del barbecho en X. index, de las muestras recogidas
tanto en las calles como en las filas de la parcela, los resultados de los analisis
segun la presencia o no de X. index permiten confirmar que esta presente en
las calles no biodesinfectadas con una frecuencia y abundancia mayor en las
zonas donde se acumula mas humedad mientras que en las zonas con menor
humedad y mas insolacidon no aparece el nematodo. El estudio confirma que la
biodesinfeccion en bandas es eficaz en los primeros 60 cm. Aunque también
puede existir contaminacion de las calles que estan en barbecho, por lo que se
recomienda una biodesinfeccion de modo uniforme y en toda la parcela para
evitar focos de nematodo. A lo largo del perfil del suelo, a mas de 60 cm de
profundidad, se comprobd la existencia de nematodos que pudieran parasitar a
los restos de raices vivas que permanecieron en el suelo después del arranque
de la vina. Se confirmd que en este horizonte, tanto la biodesinfeccion como en
el barbecho, la presencia de X. index es muy baja siendo efectivo su control.

Para resolver el problema de contaminacion lateral de las bandas
biodesinfectadas por las que no lo estaban, se desinfectd toda la superficie con
estiércol de cabra. Posteriormente, los resultados confirman la reinfestacion por
la presencia de raices vivas, dificultando la eliminacion total de X. index en el
suelo, por lo que se recomienda que la duracién del barbecho sea de al menos
tres afos, sin olvidar que la presencia de virus puede deberse también a un mal
control sanitario del material vegetal. Para confirmar la eficacia de la
biodesinfeccién cuando se aplica en toda la superficie, tomaron muestras en una
finca contigua, donde el 91% resultaron positivas en las filas y en las calles un
67%, después de arrancar el viiedo se dejo pasar el verano para determinar el
efecto del barbecho y el numero de individuos habia disminuido notablemente,
por lo que se pone de manifiesto la importancia que tiene el barbecho en el
manejo de X. index, asi como aplicar la biodesinfeccion en el momento posterior
al arranque para evitar que los nematodos se desplacen en profundidad.
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Se considera que la biodesinfeccién en toda la superficie de la parcela
resulta eficaz, cuando se combina con al menos dos anos de barbecho,
aunque hay que senalar que la aplicacion del material biodesinfectante
debe hacerse en el momento mas préximo al arranque del vinedo para
evitar desplazamiento de los nematodos y debe ser distribuido
uniformemente para reducir focos aislados, no siendo necesaria la
utilizacion de plastico (Diez Rojo 2006).

1.6. Nematodos formadores de nédulos del género Meloidogyne y manejo
agronoémico

El género Meloidogyne Goldi, 1892 (Nematoda:Heteroderidae) comprende a
los denominados “nematodos formadores de ndédulos”, un grupo de nematodos
del suelo de gran importancia econdmica por su efecto negativo sobre la
produccion agricola. Estos nematodos son endoparasitos sedentarios de las
raices de numerosas plantas, con un rango de hospederos que comprende
mas de 3.000 especies vegetales diferentes (Abad et al. 2003), por lo tanto se
pueden considerar en general como polifagos. El dafio que ocasionan a los
vegetales se debe principalmente a la alteracion de los tejidos vasculares de la
raiz, que reduce sustancialmente la toma de nutrientes y agua, con el
consiguiente debilitamiento de la planta y disminucion del rendimiento (Orton
Williams 1973, Siddigi 2000, Abad et al. 2003). Ademas, los efectos negativos
de Meloidogyne se agravan en algunas ocasiones por interacciones con otros
patdgenos. Para Espafa se ha calculado que las pérdidas anuales ascienden a
unos 905 millones de euros, de los cuales un 40% corresponde a las pérdidas
en cultivos horticolas. En segundo lugar estan las pérdidas en cereales (21%
de pérdidas), seguido por frutales (14%), citricos (10%) y patatas (6%), con el
porcentaje restante (9%) correspondiendo a remolacha azucarera, vid, olivo y
leguminosas (Bello et al. 1997b).

1.L6.1. Posicién sistematica y morfologia. El género Meloidogyne se
encuentra dentro del Orden Tylenchida, teniendo en cuenta a Siddigi (2000) y
Karssen (2002) en el sistema de clasificacion, tal como se detalla a
continuacion:

Orden Tylenchida Orley, 1880
Superfamilia Hoplolaimoidea Filipjev, 1934 (Paramonov, 1967)
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Familia Meloidogynidae Skarbilovich, 1959 (Wouts, 1973)
Subfamilia Meloidogyninae Skarbilovich, 1959
Género Meloidogyne Goeldi, 1892
M. arenaria (Neal,1889) Chitwood, 1949
M. hapla Chitwood, 1949
M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949
M. javanica (Treud, 1885) Chitwood, 1949

Lo mas caracteristico de los nematodos de este género son los sintomas que
inducen en las raices de las plantas que parasitan, que son los ndédulos
producidos por las hembras, de donde proviene su nombre comun de
“nematodo formador de nédulos”.

La hembra adulta es de forma redondeada a piriforme, blanca, sedentaria, con
un cuello corto que se proyecta. No tiene fase de quiste. En el extremo
posterior la vulva y el ano estan proximos, rodeados de un patron cuticular
caracteristico (patron perineal), que presenta diferencias en las distintas
especies. Los fasmidios se abren con forma de poro, a cada lado del ano,
levemente elevados. La cuticula es gruesa y estriada. El estilete es delgado, de
unos 12-15 um, con nodulos basales pequefios. El poro excretor esta por
delante del bulbo medio, con frecuencia cercano a la base del estilete. Los
ovarios son dos, prodélficos y convolutos. Las glandulas rectales son seis, de
tamafno grande, y segregan una sustancia gelatinosa en la cual se depositan
los huevos, que no son retenidos dentro del cuerpo de la hembra.

El macho es vermiforme, de hasta 2 mm de longitud, con el extremo de la
region posterior curvado. La cuticula es fuertemente estriada, con campos
laterales con cuatro estrias. La regién anterior es redondeada, poco
prominente, con un disco labial marcado y pocas (una a tres) estrias. Los
sectores laterales son mas anchos que los submedianos, asemejandose a
“‘mejillas”. El estilete es robusto (18-25 ym) con nddulos basales grandes. Las
glandulas esofagicas estan situadas principalmente en posicion ventral. Las
espiculas son delgadas, generalmente de entre 25-33 um de longitud, con el
gubernaculum de 7-11 pym de longitud. Tiene un testiculo, o dos si hubo un
desarrollo sexual revertido. La region posterior es redondeada, con fasmidios
como poros cerca de la abertura cloacal, que es subterminal. No presentan
bursa.
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Los juveniles presentan diferente aspecto segun el estadio. El J1 tiene el
término de la regién posterior roma, realizando la muda dentro del huevo. El J2
es vermiforme, posee capacidad migratoria, siendo el estado infectivo. El
cuerpo es recto a arqueado en reposo, midiendo por lo general menos de 0,6
mm de longitud. La regidén anterior es generalmente redondeada con una a
cuatro estrias gruesas, un disco labial diferenciado y una estructura levemente
esclerotizada. Los sectores laterales son mas anchos que los submedianos. El
estilete es delgado, de menos de 20 ym de longitud. El poro excretor esta por
detras del hemizénido. La region posterior tiene una porcion hialina claramente
visible, con la punta angosta e irregular en el contorno. El J3 es sedentario,
hinchado, con forma de “salchicha” y una regién caudal corta y roma. El J4
también es sedentario e hinchado, con el ano terminal (Fig. 4).

1.L6.2. Biologia. El ciclo biolégico de los nematodos del género
Meloidogyne (Fig. 4) comienza en el huevo, donde aparece la primera de las
cuatro fases juveniles (J1). Dentro del huevo tiene lugar la primera muda,
emergiendo como segundo estadio juvenil (J2), el cual posee capacidad
migratoria y puede penetrar en los tejidos de la planta (fase infectiva). El estado
J2 tiene energia suficiente para permanecer cerca de un mes en la busqueda y
penetracion de la raiz, estableciendo un sitio de alimentacion. Al penetrar en la
raiz se mueve intercelularmente, ingresando a la altura de la base del cilindro
vascular y migrando hacia arriba. En la zona de diferenciacion de la misma se
vuelve sedentario y establece un punto de alimentacion permanente. Este
punto de alimentacion se forma en respuesta a las secreciones que el
nematodo inyecta a las células del hospedero, las cuales inducen varias
divisiones nucleares sin citoquinesis, dando lugar a células grandes,
multinucleadas, llamadas “células gigantes”. Las células de la planta alrededor del
lugar de alimentacién se dividen e hinchan, lo cual se manifiesta externamente
como ndédulos (“agallas”). EI nematodo ingiere el citoplasma de las células
gigantes originadas en la planta a través de sus estiletes, ya que estas células
gigantes funcionan como fosas metabdlicas que canalizan los recursos de la
planta hacia el nematodo parasito. Posteriormente pasa por las dos fases
juveniles restantes (J3 y J4) hasta convertirse en adulto. Tanto el estadio J2
como el adulto poseen estilete, mientras que los estadios J3 y J4 carecen de él
(Orton Williams 1973, Williamson y Gleason 2003).
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En el periodo de alimentacion las hembras se van engrosando hasta tomar
forma de pera, y después de 15-30 dias comienza la puesta de huevos, que
son expulsados a través de la vulva dentro de una matriz gelatinosa. Esta
matriz es secretada por las glandulas rectales y tiene actividad pectolitica,
celulolitica y proteolitica sobre las células vegetales, lo que posibilita que se
forme un canal desde el extremo posterior de la hembra hasta la superficie de
los nédulos radiculares. Al principio esta matriz es de color blanquecino y al
acercarse el momento de la eclosion se torna de color castafio. Cada masa de
huevos puede contener unos 500 huevos, que permanecen protegidos dentro
de la matriz gelatinosa, eclosionando ante condiciones favorables de humedad
y el estimulo de los exudados radiculares de las plantas hospederas. La
produccion de huevos por parte de las hembras puede darse tanto con
fecundacion del macho (anfimixis) como de forma partenogenética. En cuanto a
los machos, mantienen su forma vermiforme durante toda la vida y viven de
modo libre en el suelo, posiblemente sin alimentarse (Orton Williams 1973,
Siddigi 2000). Por lo general los machos no son funcionales puesto que las
hembras se reproducen por partenogénesis en la gran mayoria de las
especies. La duracién del ciclo varia segun los requerimientos térmicos de
cada especie. Cuanto mas cerca esta la temperatura del 6ptimo de cada
especie, la duracién del ciclo es menor (Trudgill 1995).

CICLO DE VIDA (DiAS)

- 30 dias a28°C
- 60 dias a 20 °C
sin desarrollo a <15 °C

Figura 4. Ciclo biolégico de M. incognita.
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1.L6.3. Especies del género Meloidogyne. Dentro del género
Meloidogyne se reconocen actualmente 86 especies validas, ademas de 4
especies inquirendae (Palmisano y Ambrogioni 2000, Sahoo et al. 2000, Siddiqi
2000, Charchar y Eisenback 2002, Castillo et al. 2003, Eisenback et al. 2003,
Handoo et al. 2004). La identificacidn de las especies se basa tradicionalmente
en la morfologia de los juveniles y del patrén perineal de la hembra. Sin
embargo, actualmente hay nuevos métodos disponibles para diferenciar
especies que se han introducido progresivamente como complemento de los
métodos tradicionales. Estos nuevos métodos se basan en caracteristicas
bioquimicas, como la electroforesis de proteinas (polimorfismo de enzimas,
analisis de isoenzimas, proteinas solubles totales) y moleculares, como el
analisis de PCR-RFLP (reaccion en cadena de la polimerasa-polimorfismo en el
largo de los fragmentos de restriccion), AFLP (polimorfismos amplificados de
los fragmentos de restriccion) y SCARs (regiones amplificadas de secuencias
caracterizadas) (Siddiqi 2000).

Especies de interés en cultivos horticolas protegidos. Las especies en
cultivos horticolas protegidos son: Meloidogyne arenaria, M. hapla, M. incognita y
M. javanica. En primer lugar se realiza una revision de los trabajos mas recientes
sobre las relaciones entre estas cuatro especies y posteriormente se procede a
su descripcion. Las descripciones se inician con una referencia a la primera cita
de la especie y su importancia para los cultivos, continuando con su morfologia y
morfometria, su biologia, distribucidén y hospederos, asi como con las medidas de
control y manejo que se han utilizado o se utilizan en la actualidad.

En los ultimos afos, con el desarrollo de las técnicas bioquimicas y
moleculares, se han llevado a cabo numerosos trabajos con el objetivo de
determinar las diferencias y relaciones filogenéticas existentes entre M.
arenaria, M. hapla, M. incognita y M. javanica. En general, el analisis de
isoenzimas ha demostrado ser una técnica util para la identificacion de las
cuatro especies de mayor importancia, obteniéndose el mejor resultado a través
del estudio del polimorfismo de las esterasas y de la malodeshidrogenasa. Es un
método bastante fiable y relativamente sencillo puesto que existen geles
comerciales preparados a tal efecto (Esparrago et al. 1994). Por otra parte, el uso
de la citogenética, que se basa en el estudio de las diferencias de disposicion y
numero de cromosomas, permite distinguir facilmente M. incognita de M. hapla, e
incluso entre las diferentes razas de cada especie. Sin embargo, presenta como
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desventajas que es dificil distinguir entre M. arenaria y M. javanica, por presentar
una disposicién cromosdémica similar, y que este tipo de estudio implica realizarlo
en una fase concreta del ciclo de las hembras, lo que representa un
inconveniente (Cenis et al. 1992). Por otra parte, el desarrollo de la biotecnologia
ha permitido la puesta a punto de algunas técnicas precisas y discriminantes para
la identificacion de las cuatro especies de interés (Cenis et al. 1992),
destacandose entre ellas el uso de PCR-RFLP. La técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction, reaccion en cadena de la polimerasa), se basa en la
amplificacién enzimatica in vitro de un fragmento de ADN delimitado por dos
oligonucledtidos cebadores que se afiaden a la reaccion. Se caracteriza por su
relativa sencillez, manteniendo el poder discriminatorio para la separacion de las
especies. En cuanto a la técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymophism, polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion), se
basa en las diferencias que se detectan en las secuencias de ADN de diversos
organismos al fragmentarlas con enzimas de restriccion en puntos especificos de
la cadena. Presenta como inconveniente su complejidad técnica.

11.6.4. Descripcion de las especies de interés. Se describen a
continuacion en detalle las caracteristicas morfolégicas y bioldgicas de las
cuatro especies mas frecuentes en nuestro pais: M. arenaria, M. hapla, M.
incognita y M. javanica, asi como su distribucion, sus hospederos mas
importantes, las relaciones con otros patdgenos y las alternativas de manejo.
La identificacion de dichas especies se ha realizado tradicionalmente a través
de la morfologia del patron perineal, observando tanto la forma general del
patron como la altura del arco dorsal y la presencia de estrias y puntuaciones
(Figs 5, 6).

M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949

El ejemplar tipo fue descrito por Chitwood (1949) sobre Arachis hypogaea en
Florida, EE UU (Orton Williams 1975). Es un nematodo de importancia en
cacahuete, tomate y plantas ornamentales, cultivos donde causa pérdidas
graves.

Caracteristicas morfolégicas. Las hembras de M. arenaria poseen un cuerpo

piriforme, con una estria en la parte anterior, detras de la region labial. Los
nddulos del estilete son redondeados con los margenes anteriores dirigidos
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hacia atras. El patron perineal es de redondo a oval, con el eje mayor paralelo a
la vulva, y un arco dorsal bajo, generalmente comprimido en sentido dorso-lateral
(Fig. 6A). Las estrias se encuentran bastante separadas y la mayoria son poco
patentes. Los campos laterales estan marcados generalmente por algunas
estrias quebradas y bifurcadas, y a veces por numerosas estrias cortas en
desorden, aunque a veces no se distinguen. Algunas estrias se dirigen
directamente a los angulos de la vulva. Los fasmidios estan espaciados
ampliamente. No hay puntuaciones entre el ano y el terminus, como en M. hapla.
En el material tipo recolectado por Chitwood (1949) se encontraron patrones
perineales aberrantes sin vulva (Orton Williams 1975).

Los machos tienen la parte anterior aplanada, con forma de cono truncado
redondeado. La cobertura de la region labial y la primera estria practicamente
no se diferencian, formando una seccion anterior algo cuadrada separada por
una constriccion profunda de las estrias basales (una o mas, generalmente
dos). El cuerpo se angosta levemente después de la parte anterior. El estilete
es fuerte, con los nédulos basales redondeados. Los campos laterales tienen
cuatro estrias longitudinales, con las bandas exteriores areoladas y la banda
interna con estrias cruzadas a intervalos irregulares en la mitad del cuerpo y
mas regulares en la parte posterior. Pueden tener uno o dos testiculos. Las
espiculas tienen la pared delgada, con la regién basal dilatada en forma poco
patente, solo marcada por una leve constriccion. Se estrechan gradualmente
hasta un terminus bifido subagudo, con presencia de un reborde ventro-lateral.
El gubernaculum es simple, creciente. La region caudal tiene estrias hasta
cerca del terminus. Los fasmidios estan al nivel de la cloaca o en la parte
anterior (Orton Williams 1975).

Los juveniles tienen la parte anterior no prominente, vista lateralmente como un
cono truncado con estrias débilmente separadas detras de la cobertura de la
parte anterior, ancha y aplanada. Los nodulos del estilete son bastante
prominentes, redondeados. El recto se ve hinchado, al menos en algunos
juveniles. La cola es angosta, adelgazandose hasta un terminus subagudo
(Orton Williams 1975).

Los caracteres morfologicos mas utiles para identificar a M. arenaria son el

estilete y la forma de la region labial de los machos y la morfologia del estilete
en las hembras. Los patrones perineales de las hembras son muy variables y
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constituyen un caracter de diferenciacion menos util (Eisenback y
Triantaphyllou 1991).

Biologia. El ciclo es el mismo que se ha descrito para el género. La duracion
del ciclo a 20 °C es de 63-66 dias. Se han logrado obtener hasta 9
generaciones anuales, con ciclos que varian entre los 18 dias en verano y los
54 en invierno. Su temperatura maxima de reproduccion esta por debajo de los
32,6 °C; sin embargo, los juveniles de M. arenaria tienen mayor resistencia a
las temperaturas altas que los juveniles de otras especies de Meloidogyne
(Orton Williams 1975). La reproduccion es por partenogénesis mitética
(Eisenback y Triantaphyllou 1991).

Figura 5. Morfoloégicas de Meloidogyne al microscopio electrénico de barrido
(SEM): M. incognita: Hembra: A. region perineal, F. region labial.
Juvenil: C. region anterior, D. region posterior, M. hapla: Hembra: B, E.
region perineal.

69



Antecedentes

Distribucion y hospederos. Es un nematodo de distribucion cosmopolita,
encontrandose en las regiones mas calidas del mundo: en los paises europeos
que rodean al mar Mediterraneo, América del Sur, Central y Norte, Centro y Sur
de Africa, Medio Oriente, India, Malasia, Japon y Australia. En climas
templados se encuentra frecuentemente en invernaderos. No es tan frecuente
como M. incognita y M. javanica, aunque su distribucién es muy similar, entre
los 40° de latitud N y 33° de latitud S. La temperatura 6ptima promedio del mes
mas calido es de 24 °C (Orton Williams 1975, Eisenback y Triantaphyllou 1991,
Bello et al. 1994). Segun Eisenback (1997) la causa de su amplia distribucién es
su adaptacion a diferentes temperaturas, con un limite inferior de —1,1 °C como
promedio en el mes mas frio. En Espana se ha encontrado en el centro y sur de
la Peninsula Ibérica (Fig.7)

Los hospederos mencionados en la bibliografia incluyen numerosos cultivos
como berenjena, col de Bruselas, repollo, zanahoria, apio, endivia, lechuga,
cebolla, guisante, pimiento, patata, espinaca, batata, tomate, cucurbitaceas,
cebada, avena, maiz, trigo, cacahuete, remolacha azucarera, tabaco y algunas
variedades de algodén. M. arenaria también ha sido citada en pastos y
leguminosas como tréboles, Dactylis glomerata y Lolium multiflorum, frutales
como platano, higuera, vid, nectarina y melocotonero, asi como en
ornamentales que incluyen diferentes especies de Aphelandra, Begonia,
Dahlia, Digitalis, Maranta, Pelargonium, Philodendron, Sansevieria y Viola
(Orton Williams 1975), llegando a senalarse mas de 330 hospederos (Goodey
et al. 1965).

Varios trabajos han demostrado la existencia de diferentes biotipos de M.
arenaria, con distinto rango de hospederos y/o patogenicidad (Orton Williams
1975). Hay dos razas identificadas por el test de Hartman y Sasser (1985), que
se reproducen sobre tomate, sandia y tabaco resistente a M. incognita,
variando en su capacidad de parasitar a cacahuete y pimiento. La raza 1 (o
raza cacahuete) se reproduce en cacahuete, mientras que la raza 2 no puede
reproducirse sobre este hospedero. Con frecuencia la raza 2 no se reproduce
en pimiento, y ninguna de las dos razas lo hace en algodon o fresa (Eisenback
y Triantaphyllou 1991).
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Dainos e interaccidon con otros patégenos. M. arenaria puede causar graves
pérdidas, especialmente en cacahuete, donde afecta raices, frutos y estolones.
Provoca disminuciones importantes en el rendimiento, llegando a causar muerte
de plantas. También se ha citado causando dafios graves en arboles forestales
japoneses introducidos en Brasil como semillas y plantados en suelos infestados
con M. arenaria (Lordello y Kanazawa 1967), en cultivos de tomate en Sudan
(Yassin 1974) y en plantas ornamentales en invernaderos de Holanda y Bélgica
(Orton Williams 1975). Se han encontrado ocasionando dafios importantes son
los cultivos comerciales de Sansevieria en Islas Canarias, Marruecos y Florida
(Fontana, 1970) y en florales de la Riviera italiana y la Costa Azul de Francia
(Ritter 1972).

En las zonas del norte del Mediterraneo causa menos pérdidas que M. incognita,
a pesar de estar mas ampliamente distribuida (30-40% de pérdidas vs 75%)
(Ritter 1972). Se ha encontrado interaccién entre M. arenaria y Fusarium
oxysporum en sandia (Sumner y Johnson 1972) y en tomate (Treskova 1972). En
tabaco Porter y Powell (1967) encontraron que se producian infecciones con F.
oxysporum solo cuando se encontraba presente un nematodo formador de
nédulos (M. arenaria, M. incognita o M. javanica). Segun Meléndez y Powell
(1967) la accién del nematodo induce cambios en los tejidos del hospedero que lo
predisponen a la infeccion por el hongo. Por otra parte, Brodie y Cooper (1964)
observaron que el porcentaje de plantas de algodén muertas por “damping-off’,
causado por Rhizoctonia solani, era mucho mayor en presencia de M. arenaria.
También se ha estudiado la posible interaccion de M. arenaria con Aspergillus
flavus en cacahuete, aunque no se han encontrado datos que permitieran afirmar
que esta interaccidn existe realmente (Minton y Jackson 1967, Bell et al. 1971). En
Florida (EE UU) M. arenaria se ha encontrado asociada a varios hongos como
Pythium myriotylum, Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina, Aspergillus
niger, Trichoderma spp. y Fusarium spp., causando graves nodulaciones y
pudricion en raices de cacahuete (Dickson y Mitchell 1974).
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Figura 6. Patrones perineales de Meloidogyne al microscopio electrénico de
barrido (SEM): A) M. arenaria, B) M. hapla, C) M. incognita, D) M.
javanica. La regla en las fotografias indica 20 um.
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Manejo. Tradicionalmente el control se ha basado en la aplicacion de productos
quimicos al suelo, aunque también se han probado algunos productos quimicos
sobre la planta, como la pasta de fenamifos en tallos y troncos de gardenia e
higuera (Inserra et al. 1974, Orton Williams 1975), la aplicacion de pesticidas
sistémicos como aldicarb sobre ornamentales (Coolen et al. 1971, Cuany et al.
1973) o la inmersion de las raices en nematicidas o agua caliente (Cayrol 1969,
Schneider 1969, Jacob et al. 1973). Algunas plantas han mostrado resistencia a
este nematodo, entre ellas Crotalaria mucronata, C. spectabilis, algunas
especies de Nicotiana (Graham 1952), Rhododendron sp., fresa (Sasser 1954),
Tagetes erecta, T. patula (Winoto Suatmadji 1968) y varias gramineas (Orton
Williams 1975). Sin embargo, otras que habian sido sefialadas como plantas
resistentes, posteriormente se comportaron como hospederos, posiblemente por
existir diferentes biotipos dentro de la especie (Orton Wiliams 1975). Las
rotaciones con otros cultivos han demostrado ser efectivas para el caso de
cacahuete alternado con Sorghum vulgare con y sin fumigacion (Thames vy
Langley 1967), y para el caso de tomate alternado con dos anos de Cynodon
nlemfuensis cv nlemfuensis (Adeniji y Chheda 1971).
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M. incognita (Kofoid et White, 1919) Chitwood, 1949

M. incognita se encuentra en todos los paises templados y tropicales, y es
posiblemente el patégeno de cultivos que causa mas dano en el mundo (Trudgill y
Blok 2001). El hospedero tipo es Daucus carota de El Paso, Texas (EE UU).
Anteriormente Kofoid y White (1919) la habian descrito con el nombre de
Oxyuris incognita a partir de huevos encontrados en las heces de soldados de
todo EE UU. Sandground (1923) sugiri6 que eran huevos de Heterodera
radicicola (como se le llamaba a Meloidogyne spp.), que se habian ingerido con
material vegetal infectado. Chitwood (1949) consideré que el nematodo
encontrado en zanahoria era la misma especie que Oxyuris incognita y lo
denominé Meloidogyne incognita n. comb. (Orton Williams 1973).

Caracteristicas morfolégicas. Segun la descripcién de Orton Williams (1973),
las hembras son endoparasitas, con el cuerpo esférico y un cuello que se
proyecta del mismo. La parte anterior tiene 2 o 3 anillos detras de los labios. La
cuticula se engrosa abruptamente en la base del estilete en reposo. Los ndédulos
basales del estilete son redondeados o curvados hacia fuera. El poro excretor
esta al mismo nivel o en forma posterior a los nédulos basales del estilete, entre
10-20 estrias detras de la parte anterior. El patron perineal es el mas variable de
todas las especies conocidas. El tipico patron “tipo incognita” (5A, 6C) posee
estrias poco separadas, muy onduladas y hasta en zigzag, especialmente lateral
y dorsalmente. El arco dorsal es alto, redondeado. Los campos laterales no son
claros, a veces marcados por roturas en las estrias, con los extremos rotos y con
frecuencia bifurcados, con el patrén fusionandose con las estrias del cuerpo. El
“tipo acrita” tiene las estrias menos marcadas, algo mas espaciadas (0 con
estrias gruesas muy separadas, con estrias delgadas muy cercanas entre las
gruesas). El arco dorsal es variable, puede estar achatado en la parte superior o
tener forma trapezoidal. Las estrias con frecuencia se bifurcan a lo largo de una
“linea lateral”’. Los limites del patron estan mas o menos bien definidos. Puede
haber patrones aberrantes, denominados “tipo E”.

Los machos tienen la parte anterior poco prominente, con forma de cono alto
truncado, claramente estriado. La cobertura de la parte anterior sobresale en
vista lateral, con numero de estrias variable detras de la misma, generalmente
1-3 en los sectores sublaterales y entre 1-5 en los sectores laterales. El cono
del estilete es mas largo que la aguja, con nédulos basales prominentes,
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generalmente mas largos que anchos, con los bordes anteriores chatos,
concavos o “dentados”. El poro excretor se encuentra a la altura del extremo
posterior del istmo y el hemizénido esta generalmente entre 0-5 estrias por
delante de él. Los campos laterales tienen cuatro lineas longitudinales, con las
bandas externas areoladas y las bandas internas raramente cruzadas por
estrias, excepto en el extremo posterior. Pueden tener uno o dos testiculos. La
region posterior es redondeada y el terminus no posee estrias. Los fasmidios
estan situados a la altura de la cloaca o inmediatamente por delante. Las
espiculas estan levemente curvadas. El gubernaculum es creciente.

Por su parte, los juveniles tienen la parte anterior poco prominente, que se ve
como un cono truncado en vista lateral y sub-hemisférico en vista dorso-ventral.
La region labial es ancha, con dos estrias que se ven claramente en los
sectores sublaterales de la parte anterior y 3 en los sectores laterales (vista
ventral o dorsal). Los ndédulos basales del estilete son prominentes y
redondeados. El hemizénido esta situado tres estrias por delante del poro
excretor. Los campos laterales tienen cuatro lineas longitudinales, y las bandas
externas estan cruzadas por estrias. El recto se ve dilatado. La region posterior
se adelgaza hasta un terminus subagudo, con estrias que se engrosan hacia el
extremo posterior.

Biologia. El ciclo es el mismo descrito para el género. Es una especie polifaga
frecuente en ambientes mediterraneos que se encuentra perfectamente en el
levante y el sur peninsular, aunque en ambientes templados puede afectar a
cultivos bajo invernadero. Su ciclo biolégico presenta cuatro fases juveniles,
dentro del huevo se forma la fase J1 que sin salir de él pasa a J2, siendo esta
fase la que sale del huevo, tiene capacidad migratoria y es la que penetra en la
raiz de la planta. Al entrar en la raiz, el nematodo se hace sedentario y pasa
por los sucesivos estadios de desarrollo, engrosando progresivamente, hasta
que aparece la hembra adulta en forma de pera, tal como hace referencia el
nombre genérico. Simultaneamente produce una hipertrofia o engrosamiento
de las raices, de ahi el nombre de “nematodo formador de nddulos” que en
Castilla-La Mancha se conoce como “escobillado de la raiz” y en la comarca de
Villena (Alicante) como “porrina”.

La temperatura 6ptima de desarrollo de M. incognita es de 28 °C, en la cual el
ciclo se completa en 30 dias. Al disminuir la temperatura el ciclo se alarga, de
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modo que a 20 °C dura entre 57-60 dias (Orton Williams 1973). Determinaron
Ploeg y Maris (1999) que la temperatura base (T,) para su desarrollo era de
10,1 °C, con 400 °C dia para completar su ciclo (S). Al alejarse del éptimo, las
temperaturas influyen también sobre la movilidad de la fase migratoria (J2), de
modo que a 18 °C se ve afectada la capacidad de penetracion en la raiz (Prot y
Van Gundy 1981, Roberts et al. 1981, Roberts 1987, Jeffers y Roberts 1993).
Por otra parte, a altas temperaturas (35,4 °C) la reproducciéon se ve inhibida
(Ploeg y Maris 1999). Algunos autores proponen la existencia de “termotipos”
dentro de la especie, adaptados a diferentes zonas, y con distintos
requerimientos de temperatura (Dao 1970). En la zona de Villena (Alicante,
Espafa) se ha encontrado que no existen termotipos, y que se pueden dar
hasta seis ciclos anuales, cuatro en verano, uno en otofio y otro al final del
invierno (Lépez Pérez et al. 2003). La reproduccidn se realiza por
partenogénesis mitotica y los individuos suelen ser ftriploides, aunque en
ocasiones se han encontrado individuos diploides (Eisenback y Triantaphyllou
1991).

Danos e interaccion con otros patégenos. M. incognita produce nédulos que
pueden presentarse solos o agrupados, e incluso pueden encontrarse masas
de ndédulos, como ocurre en cucurbitaceas. En plantas no hospederas no se
forman adultos o lo hacen en pequefia cantidad, puede disminuir el crecimiento
de la planta y darse sintomas atipicos en las raices. En las plantas hospederas
la gravedad de los sintomas es variable, pudiendo ocasionar la muerte de las
mismas, sobre todo cuando son plantas jovenes (Orton Williams 1973). Se han
encontrado numerosas asociaciones entre M. incognita y otros patdgenos,
especialmente hongos, pero también algunas bacterias.

Distribuciéon y hospederos. Este nematodo es de gran importancia en todas
las regiones calidas y tropicales del mundo, encontrandose en Africa, Australia,
América Central y América del Sur, EE UU, India, Japén, Malasia e
invernaderos del norte de Europa, Canada y ex-URSS (Orton Williams 1973,
Bello et al. 1994). Segun Eisenback (1997) la causa de su amplia distribucion
es su adaptacion a diferentes temperaturas, con un limite inferior de -1,1 °C
como promedio en el mes mas frio. Es la especie de mayor distribucion,
encontrandose en un rango geografico entre los 40° de latitud N y 33° de latitud
S, con un rango de hospederos extremadamente amplio. Las temperaturas en
estas zonas suelen estar entre 18-30 °C, aunque la mayoria de las poblaciones
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se encuentran en regiones con temperaturas entre los 24 -30 °C. La
temperatura 6ptima del mes mas calido es de 27 °C. Con frecuencia se suele
encontrar a M. incognita junto con M. javanica (Eisenback y Triantaphyllou
1991). Realizaron Goodey et al. (1965) una lista de mas de 700 especies
vegetales y variedades que son parasitadas por M. incognita, incluyendo
hortalizas: judias, Brassica spp., zanahoria, Cucurbita spp., lechuga, okra,
guisantes, Phaseolus spp., tomate; pastos y leguminosas: pasto Bermuda,
trébol, alfalfa; arboles y arbustos: té, Prunus spp., Vitis spp.; cereales,
ornamentales, malas hierbas y cultivos como cafa de azucar, patata, algodon y
tabaco (Orton Williams 1973). Se encuentra distribuido por toda la Peninsula
Ibérica (Fig. 7).

1.6.5. Relacién Meloidogyne-hospedero. Los nematodos del género
Meloidogyne estan muy adaptados al parasitismo radicular, dependiendo del
establecimiento de los lugares de alimentacién especializados dentro de la raiz
para su crecimiento y reproduccién. Una vez establecidos, los nematodos
cuentan con un suministro constante de agua y alimento desde el hospedero, asi
como con la proteccion dentro de la agalla para la hembra y su progenie (Siddiqi
2000). Su alta adaptacion se traduce en su capacidad de infectar mas de 3.000
especies de plantas, incluyendo horticolas, frutales, cereales y ornamentales
(Abad et al. 2003).

El dafio sobre las plantas se debe principalmente a la alteracion de los tejidos
vasculares que reduce sustancialmente la toma de nutrientes y agua, con el
consiguiente debilitamiento y disminucion del rendimiento (Orton Williams 1973,
Siddiqgi 2000, Abad et al. 2003). A esto se agrega que los efectos negativos de
Meloidogyne se pueden ver agravados por interacciones con otros patdgenos.
Estos pueden ser hongos (Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Phytophthora spp.,
Pythium spp., Curvularia spp.), bacterias (Pseudomonas, Agrobacterium) u otros
nematodos fitoparasitos. Como se ha senalado anteriormente, la identificacion
de las especies del género Meloidogyne se realiza habitualmente a través de
los patrones perineales de las hembras maduras y de la morfologia y
morfometria de los juveniles. Por otra parte, existen los llamados “bioensayos”
o “ensayos con hospederos diferenciales”, que estudian la capacidad de
desarrollo del nematodo sobre ciertas plantas hospederas. La prueba con
hospederos diferenciales mas utilizada es el “test de hospederos diferenciales
de Carolina del Norte” disefiado por Hartman y Sasser (1985) en la que se
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incluyen plantas de algodon cv Deltapine 61, tabaco cv North Carolina 95,
pimiento cv Early California Wonder; sandia cv Charleston Grey, cacahuete cv
Florunner y tomate cv Rutgers (Tabla 2).

El bioensayo de Hartman y Sasser (1985) distingue diferentes razas en las
especies del género Meloidogyne mas importantes econdmicamente (Tabla 2).
En M. incognita se distinguen cuatro razas que se reproducen sobre pimiento,
tomate y sandia, mientras que en relacion con las plantas huésped de tabaco y
algodon, la raza 1 no se reproduce sobre ninguno de estos dos hospederos, la
raza 2 se reproduce en tabaco pero no en algodén, la raza 3 se reproduce en
algodon pero no sobre tabaco, y la raza 4 se reproduce en ambos. Laraza 1 es
la mas frecuente, seguida de las razas 2 y 3, siendo raro encontrar poblaciones
de la raza 4 (Eisenback y Triantaphyllou 1991). En M. javanica se ha descrito
una sola raza, aunque ultimamente se plantea la existencia de la raza 2 que
parasita pimiento y la 3 que parasita cacahuete pero no a pimiento (Rahmmah
y Hirschmann 1990), por ultimo la 4 que parasita pimiento y cacahuete
(Carneiro et al. 2003). En M. arenaria se ha descrito la raza 1 que ataca
pimiento y cacahuete y la raza 2 que no parasita estas plantas huésped. En M.
hapla se han descrito las razas A y B que se diferencian en el numero de
cromosomas.

Tabla 2. Identificacion de especies y razas de Meloidogyne a través de
hospedadores diferenciales (Hartman y Sasser 1985).

Razas Pimiento  Tomate Algodon Tabaco  Cacahuete Sandia

M. incognita

1 + + - - - +

2 + + - + - +

3 + + + - - +

4 + + + + - +
M. javanica

1 - + + + - +
M. arenaria

1 + + - + + +

2 - + - + - +
M. hapla

+ + - + + -

Pimiento cv Sonar; tomate cv Marmande; Algodén DP61; Tabaco NC95; Cacahuete cv
Florunner; Sandia cv Charleston Grey.
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1.L6.6. Efecto de la temperatura sobre M. incognita. Castilla-La
Mancha, por sus caracteristicas climaticas, no parece ser el area adecuada
para el desarrollo de las poblaciones de M. incognita, y mucho menos que
afectara de forma grave a los cultivos durante el invierno, ya que presenta
temperaturas medias por debajo de 15 °C desde el mes de octubre hasta
mayo. Debe recordarse que M. incognita solo suele producir éste tipo de
problemas en areas con temperaturas altas y casi nunca en zonas donde
éstas son demasiado bajas (4,8°C).

Lopez Pérez et al. (2003) se plantearon la posibilidad de que existieran en
Castilla-La Mancha termotipos adaptados a climas frios. Partiendo de esta
hipotesis de trabajo, disefiaron un experimento consistente en el estudio de
la reproduccién de las poblaciones a distintas temperaturas, con el fin de
observar si existia una mejor adaptacion a las bajas temperaturas, y si su
capacidad reproductiva e infectiva era similar a la de las poblaciones de M.
incognita, que se reproducen a temperaturas por encima de los 20 °C.
Durante el experimento, la poblacién original se mantuvo en camara a 24 °C,
para conseguir un nivel de inéculo suficientemente elevado. Una fraccion de
la poblacion original se pasé a 30 °C, y otra fraccion se mantuvo a 17 °C,
todo ello sobre tomate cv Marmande, que es sensible a M. incognita, en
macetas de 500 g con siete repeticiones. En los resultados no se observaron
diferencias en los indices de nodulacién por M. incognita sobre tomate cv
Marmande sometido a las dos temperaturas elegidas y unicamente aparecen
diferencias en la duracion de los ciclos, que como es logico, es mayor en las
poblaciones que se someten a temperaturas bajas.

Por otro lado, la poblacion que se mantuvo a 30 °C, se pasé posteriormente
a 17 °C para observar su respuesta al cambio, con la intencion de
determinar si su posible aclimatacion a temperaturas elevadas, dificultaba su
actividad a temperaturas inferiores. Sin embargo, los resultados que se
obtuvieron, no han permitido determinar la presencia de termotipos
adaptados a bajas temperaturas en la poblaciéon de M. incognita estudiada
en Castilla-La Mancha.
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Figura 8. Zonas de riesgo para de M. incognita en funcion de la temperatura
en la submeseta sur (Bello et al. 1996).

Cuando se estudian los valores de la temperatura del suelo a lo largo del
afo (Fig. 9) se encuentra que M. incognita en Castilla-La Mancha puede
desarrollar su ciclo bajo una temperatura 6ptima, desde el 15 de mayo al 15
de septiembre (durante cuatro meses), dando lugar como maximo a cuatro
generaciones de nematodos. Durante el otofio (15 septiembre a 15
noviembre), y la primavera (abril a 15 de mayo) se alarga la duracion del
ciclo, pudiendo dar lugar a una generacion en cada uno de estos periodos.
Por ultimo, el nematodo tiene dificultad para reproducirse en invierno (finales
de noviembre a finales de marzo), cuando la temperatura es inferior a 15 °C,
puesto que los juveniles no pueden moverse.

Lopez Pérez et al. (2003) en condiciones de campo han establecido de
modo practico que el inicio de las temperaturas 6ptimas para el desarrollo de
M. incognita, coinciden con el “movimiento” de las hojas de las higueras y
estudian su relacién con la temperatura del suelo, para poder utilizarlo como
bioindicador, encontrando que en condiciones de clima mediterraneo
continental el 29 de febrero del afio 2000, empezaron a moverse el 25% de
las yemas terminales, el 13 de marzo aparecieron las primeras hojas y se
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aprecian los primeros frutos, y el 24 de marzo estaban en crecimiento las
hojas laterales. Esta fase de la higuera coincide con la temperatura del suelo
que permite el inicio de la actividad del nematodo (Fig. 9), por lo que la
aparicion de las hojas de higuera puede tomarse como un indicador en
campo para ser utilizado por los agricultores, como el comienzo de la
actividad del nematodo y disefar alternativas de manejo del cultivo que
permitan regular sus poblaciones, con el fin de que no influya en el
rendimiento del cultivo.
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Figura 9. Temperatura del suelo durante un ano (7-09-98 al 5-10-99) en Castilla-La
Mancha (Lépez Pérez et al. 2003).

Segun los resultados del efecto de la temperatura sobre la actividad
biolégica de M. incognita, estos nematodos empiezan su actividad biolégica
en las ultimas semanas de marzo (a partir de S. José), desarrollando una
generacion hasta mediados de mayo, ello quiere decir que si se aplica un
pase de rotavator para controlar las plantas arvenses, éstos pueden actuar
como plantas trampa, siempre que esta labor se realice antes de que
aparezcan masas de huevos de color castafio oscuro en las raices y que las
nodulaciones producidas por el nematodo no estén bien formadas.

Sabemos que el nematodo puede originar a partir del 15 de mayo una
generacion cada mes, cuatro generaciones hasta finales de septiembre, por

ello seria de gran interés planificar las labores y la época de siembra, haciendo
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pases de rotavator siempre que la flora arvense sea abundante. Estos pases
de rotavator son equivalentes a un tratamiento con nematicidas quimicos vy, si
se han seguido estas practicas nos encontrariamos con un control en el
numero de generaciones de nematodos que no ocasionarian tantos problemas

en el cultivo.
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lll. OBJETIVOS

Se plantean como objetivos generales el estudio de la influencia de diferentes
concentraciones de vinazas obtenidas como subproductos de la industria
vitivinicola en la destilacion del alcohol vinico sobre las poblaciones de
nematodos del suelo, asi como en el manejo de los nematodos fitoparasitos y
su interés como mejoradores del suelo, determinando su impacto ambiental y

posibles riesgos para la salud.

Objetivos especificos

1. Estudiar la influencia de los subproductos procedentes de la industria
vitivinicola sobre las poblaciones de nematodos del suelo, en particular
en el manejo de Xiphinema index, nematodo transmisor del virus
causante del “entrenudo corto infeccioso de la vid” (fanleaf), una de las
principales causas de que la desinfeccibn de suelos para la
replantacion del vifiedo sea obligatoria en los paises de la UE, asi
como determinar también su eficacia en el manejo de los “nematodos
formadores de ndédulos” del género Meloidogyne, uno de los

principales problemas causantes de pérdidas en cultivos horticolas.

2. Determinar el efecto de las diferentes concentraciones de vinazas
seleccionadas sobre la fertilidad del suelo, tanto en suelos de vifiedo
como en cultivos horticolas, asi como conocer los posibles efectos
fitotoxicos y ambientales de las concentraciones de vinazas
seleccionadas en el manejo de nematodos y como mejoradores del

suelo.

3. Determinar las dosis Optimas en relacién con la época y métodos de
aplicacion, asi como la maquinaria adecuada. Para ello se tendra en
cuenta los fundamentos cientifico-técnicos en la utilizacion de

subproductos agroindustriales.
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IV. METODOLOGIA

Se pretende describir en este apartado la metodologia que nos permita
caracterizar los problemas producidos por los nematodos transmisores de virus
en los viedos espafoles, asi como valorar la eficacia de la biodesinfeccién
como una alternativa de manejo, no solo para X. index en vifiedos, sino
también para los nematodos “formadores de nddulos” del género Meloidogyne
que tienen un gran interés en los cultivos horticolas. Se tendra en cuenta muy
especialmente la realidad agraria de nuestro pais, tratando de conocer las
interacciones entre los distintos elementos del cultivo: condiciones ambientales,
sistemas de manejo y suelo (nematofauna), que pueden afectar al desarrollo de
los cultivos, con el fin de elaborar un procedimiento de trabajo que permita
optimizar la biodesinfeccion como alternativa, incrementando su eficacia y
disminuyendo los gastos economicos.

Se comienza por describir las caracteristicas agroecoldgicas de las zonas
donde se han llevado a cabo los experimentos, elegidas como representativas
de los ambientes mediterraneos continentales (IV.1); métodos de muestreo y
técnicas de extraccion de nematodos, analizando los procesos previos a la
extraccion (IV.2); métodos de estudio cuantitativo y cualitativo de nematodos,
indicando los métodos de recuento, aislamiento, muerte, fijacién, montaje, y
observaciones bajo el microscopio optico (1V.3); métodos para el estudio de las
caracteristicas edaficas, estudio de perfiles, caracteristicas fisicas y quimicas
de los suelos estudiados (IV.4); estudio de indices de madurez (IV.5); técnicas
para la determinacién de la actividad biodesinfectante (1V.6); determinacion del
efecto de la biodesinfeccion sobre la planta (IV.7); caracterizacién de la
virulencia de las poblaciones de Meloidogyne estudiadas (IV.8) y métodos
estadisticos (IV.9).

IV.1. Agroecologia de las areas estudiadas
Los estudios de campo se han realizado fundamentalmente en vifiedos de

Castilla-La Mancha y en cultivos horticolas de EI Perell6 (Sueca, Valencia)
sobre suelos clasificados como arenosoles calcaricos:
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- Zona de Socuéllamos, El Pedernoso y Villarrobledo pertenecientes
a las provincias de Ciudad Real, Cuenca y Albacete respectivamente (Fig.10),
dentro de la comunidad de Castilla-La Mancha, con Denominaciones de Origen
Protegidas (DOP) e Indicaciones Geograficas Protegidas (IGP) donde estan
inscritas 528.986 ha con una producciéon comercializada de 3.137.831 t (MARM
2008). La comarca esta situada en la zona central de la comunidad de Castilla-
La Mancha, una gran llanura con elevaciones montafiosas de escasa altitud
que junto con la influencia marina casi nula provocan que el clima sea muy
extremado e irregular, con la consiguiente repercusion en el aprovechamiento
agricola-ganadero. Se ha clasificado el clima de la zona como templado
mediterraneo de matiz continental, con una pluviometria media de 550,8 mm,
dandose las maximas precipitaciones en invierno seguido de primavera y
otofio, durante los meses de junio, julio y agosto es absoluta la ausencia de
precipitaciones y en caso de producirse caen en forma de tormentas que
causan mas dafios que beneficios en agricultura, por lo que se puede afirmar
que el balance global es siempre negativo para el suelo. Las temperaturas
maximas se dan en verano llegando a 40 °C y las minimas en invierno
alcanzando los -7,5 °C, con una temperatura media de 13.8 °C. Por sus
caracteristicas geograficas y climaticas el area constituye un buen marco de
referencia para el estudio epidemioldogico de las enfermedades de origen
edafico de las plantas y su manejo ambiental, puesto que los organismos
patdgenos solo tienen un mes mayo-junio con condiciones Optimas para su
desarrollo (Bello et al. 1990, 1996).

- Zona de EIl Perellé (Sueca, Valencia), localidad perteneciente a la
Comarca Valenciana de la Ribera Baja, en el Parque Natural de la Albufera. La
zona se caracteriza por un clima mediterraneo levantino-balear con
pluviometria anual de 400-500 mm, alcanzando unas temperaturas medias de
17-18 °C con inviernos suaves de 8 °C y veranos rondando los 28 °C. Destaca
una humedad del 65%, al igual que la insolacion alcanza las 2.660 horas de luz
anuales (Capel Molina 1981, MAPA 2002)

Para describir los perfiles se ha utilizado la clasificacién de suelos propuesta
por FAO (1988), que utiliza una serie de datos analiticos referidos a cada
horizonte descrito en campo, pudiéndose resumir dichos analisis,
fundamentalmente, en tres clases; Analisis fisico: Granulometria vy
clasificacion textural; determinacion del color del suelo mediante cartas de color
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para suelos, Munsell; determinacién del grado de estructura, consistencia,
porosidad, etc.; Analisis quimico: pH en agua,% carbonatos, % materia
organica y Analisis fisico-quimico: Determinaciones de Ca**, Mg?*, Na*, K' e
H* en meq/100 g 6, lo que es igual, en moles de carga/kg, capacidad total de
intercambio catiénico y grado de saturacidon en bases (método del acetato
amonico).

Figura 10. Zonas donde se han realizado los experimentos de campo.

DESCRIPCION DE LOS PERFILES:

- Socuéllamos
Perfil 1. Arenosol calcarico (Arc)
Situacion: km 11 de la Ctra. de Pedro Mufioz a Tomelloso.
Altitud: 636 m.
Posicion fisiografica: Planicie o llanura
Forma del terreno circundante: Llano.
Pendiente en el lugar del perfil: Llana o casi llana (0-2%).
Material originario: Sedimentos arenosos con gravas.
Pedregosidad superficial: Abundante (del 10 al 25%).
Drenaje: Bueno.
Erosién: Riesgo y grado ligeros.
Uso: Agricola, cultivo vifiedo.
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Tabla 3. Descripcién del perfil CR-lll Socuéllamos (Ciudad Real).

Horizonte

Profundidad (cm)

Descripcion

Ap

C1

C2

0-30

30 -50

> 50

Pardo en seco (7,5 YR 5/4) y rojo oscuro en humedo
(2,5 YR 3/6). Textura arenosa. Estructura débil
mediana a fina, en bloques angulares. No adherente y
ligeramente plastico en mojado, muy friable en
humedo y blando en seco. Pedregosidad en el
espesor del horizonte (15%). Escasas raices finas.
Limite con el horizonte inferior, neto y plano.

Amarillo rojo en seco (7,5 YR 6/6) y pardo claro en
(7,5 YR 6/4). Textura arenosa. Estructura débil,
mediana, en bloques subangulares. No adherente y no
plastico en mojado, muy friable en hiumedo y muy
blando en seco. Escasas raices finas. Limite con el
horizonte inferior, brusco y ondulado.

Rosa en seco (7,5 YR 7/4) y pardo muy claro en
hamedo (10 YR 7/4). Textura “arena”. No se aprecia
estructura. No adherente y no plastico en mojado,
suelto en humedo y suelto en seco. Pedregosidad de
la masa de este horizonte proxima al 50%. No hay
raices.
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Tabla 4. Datos analiticos del perfil CR-lll Socuéllamos (Ciudad Real).

Determinaciones Ap c1 C2
(0-30 cm) (30-50 cm) (+50 cm)

Fisicas
Arena (%) (2 -0,05) 84 86 98
Limo (%) (0,05 - 0,002) 6 4 1
Arcilla (%) (< 0,002) 10 10 1
Textura Arenosa franca Arenosa Arenosa franca
Quimicas
pH en agua 7,80 7,80 8,05
pH en KCI 7,25 7,30 7,80
Carbonatos (%) 7,9 27,2 18,2
Materia organica (%) 0,85 0,51 0,10

Fisico-quimicas
Intercambio iénico (me /100 g = ¢ moles de carga/kg)

Ca* 4,46 7,02 4,24
Mg** 2,36 1,70 0,72
Na* 0,09 0,20 0,02
K* 0,34 0,08 0,02
Capacidad total 7,25 9,00 5,00
Saturacion (%) 100 100 100

- El Perell6 (Sueca, Valencia)
Perfil. Arenosol calcarico (Arc)
Situacion: En la zona conocida por “El Recati”, situada en Valencia,
entre las localidades de El Perellé y El Perellonet (carretera litoral de
Valencia a Cullera).
Altitud: 12 m.s.n.m.
Posicion fisiografica: Depdsitos aluviales litorales.
Forma del terreno circundante: Llano
Pendiente en el lugar del perfil: Llana
Material originario: Arenas y limos de zonas costeras.
Pedregosidad superficial: No hay
Drenaje: interno y externo buenos.
Erosién: No hay.
Uso: Agricultura intensiva (invernadero bajo plastico).
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Tabla 5. Descripcién del perfil - El Perellé (Sueca, Valencia).

Horizonte Profundidad (cm)

Descripcién

Ap

0-30

30 -45

>45

Color pardo en semiseco (10 YR 4/3) y pardo oscuro en
humedo (10 YR 3/2). Textura arenosa franca. Estructura
mediana subangular de débil desarrollo. Consistencia en
mojado, ligeramente adherente y no plastico; en humedo
muy friable y en seco suelto. Poros grandes y gran
actividad biolégica. Raices escasas y gruesas. El limite
con el horizonte subyacente es gradual y horizontal.

Color gris claro en seco (10 YR 5/1), con ligeros
moteados amarillo palido (5 Y 7/4); gris oscuro (5 Y 6/4)
en humedo y moteados pardo oliva (5 Y 6/4). Textura
arena. Estructura mediana a gruesa, subangular muy
débilmente desarrollada. No adherente y no plastico en
mojado, muy friable en humedo y blando en seco. Limite
con el horizonte subyacente neto y gradual.

Color gris oscuro en seco (10 YR 4/1) y (5 Y 4/1) en
hdimedo. Textura arena. Estructura no se aprecia bien;
puede ser masiva. Ligeramente adherente y ligeramente
plastico en mojado, muy friable en himedo y blando en
seco.
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Tabla 6. Datos analiticos del perfil El Perellé (Sueca, Valencia).

A, A4 C
Determinaciones (0 30 cm) (30 45 cm) (+ 45 cm)
Fisicas
Arena (%) (2 -0,05) 87 89 96
Limo (%)(0,05 - 0,002) 6 6 1
Arcilla (%) (< 0,002) 7 5 3
Indice de Inestabilidad 0,23 0,25 0,38
estructural
pF O 31,24 27,99 26,75
Textura Arenoso franco Arena Arena
Quimicas
pH en agua 7,74 7,95 8,06
pH en CIK 7,18 7,34 7,97
Carbonatos (%) 20,0 19,64 17,09
Materia organica (%) 2,40 0,83 0,09
Fisico-quimicas
Intercambio iénico me/100 g = cmoles de carga/kg
Ca™ 12,5 8,1 10,6
Mg"™* 2,2 0,8 0,4
Na* 1,3 0,7 1,6
K* 0,3 0,1 0,1
H* - - -
Capacidad total 33,3 18,6 32,7
Saturacion (%) 50,0 52,15 38,8

IV.2. Muestreos y técnicas de extraccion

En este apartado se describe la metodologia empleada en la determinacién de
la zona de muestreo, con el fin de obtener datos de densidad de las
poblaciones de nematodos, que sean representativos de su distribucion en el
suelo, al mismo tiempo que conocer el efecto de la biodesinfeccidén sobre el
manejo de los mismos y la fertilidad del suelo. Se describen las técnicas
empleadas para la recogida de muestras, almacenamiento y posterior
preparacion para la extraccion. La manera de determinar las relaciones
existentes entre nematodo-hospedador es cuantificar la densidad de poblacién
del nematodo. Esta estimacién, requiere un conocimiento previo de la
distribucion del nematodo a través del perfil del suelo con vistas a optimizar los
procesos de muestreo. En los vifiedos, las muestras de suelo pueden estar
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relacionadas con el area de mayor densidad de raices, que refleja el vigor de la
planta y, a su vez, puede ser usada como una medida de la severidad de la
infestacion por el nematodo. El conocimiento de la abundancia de nematodos
en la muestra puede proporcionar una informacion orientativa de la distribuciéon
del nematodo en la parcela.

IV.2.1.Muestreos. Segun lo establecido anteriormente, se ha realizado
el estudio de los perfiles del suelo representativo de las areas estudiadas, y
para conocer la distribucion de nematodos en profundidad se han tomado
muestras en los primeros 20 cm y a profundidades superiores. Como base del
muestreo se eligen al azar tanto plantas con sintomas externos de baja
produccion como sanas. Las muestras han sido recogidas de cada una de las
plantas seleccionadas, por lo general a una profundidad entre 0-20 cm
utilizando como instrumento una azadilla. Con ella se cava hasta que aparecen
las raices secundarias recogiendo unos 20 g de raices y parte del suelo que las
rodea (500 g). Cuando se quiere estudiar la distribucion vertical de los
nematodos se utiliza una sonda, siempre que se trate de suelos que no sean
pedregosos. Las muestras de raiz y suelo se introducen en bolsas de plastico
que se cierran para evitar la pérdida de humedad y se etiquetan debidamente
con un numero que corresponde al cuaderno de campo, para su transporte al
laboratorio.

Paralelamente a estas operaciones se registran en un cuaderno de campo las
caracteristicas de la muestra: datos para su localizacion, caracteristicas del
cultivo, tipo de suelo, fecha de recogida y otros factores de interés. El
transporte al laboratorio debe hacerse en cajas de paredes aislantes, no
demorando la operacion mas de 1-2 dias. Las muestras se almacenan en
camaras frigorificas a una temperatura de 5 a 10 °C, bajo la cual los nematodos
estdn en estado de latencia. La temperatura de almacenaje es importante,
puesto que si las muestras se someten a temperaturas inferiores a las
indicadas pueden morir muchos de los nematodos, y a temperaturas superiores
los huevos pueden eclosionar y reproducirse, con lo cual la poblacion existente
en la muestra no seria representativa de la del momento de su recogida.

A continuacion se describen las distintas técnicas empleadas para la extracciéon

de muestras, teniendo en cuenta las caracteristicas de movilidad de los
nematodos, estas técnicas vienen definidas por el estadio que nos interese
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determinar, siendo recomendable la extraccion a partir de suelo cuando el
objeto del trabajo sea cuantificar la densidad de individuos en fase preinfestiva.

IV.2.2. Procesos previos a la extraccion. Para la extraccion de
nematodos de la muestra se homogeneiza, se pasa por un tamiz con malla de
2 mm siempre que la muestra esté seca, e incluso si el suelo esta seco pero no
es demasiado pedregoso, y se toma una fraccion de 200 cc. Se coloca la
fraccidn obtenida en un recipiente con agua, donde se mantiene un tiempo
minimo de un cuarto de hora. Mientras, en una hoja de laboratorio se anotan
todas las caracteristicas de la muestra. Se opera de un modo semejante con la
muestra de raiz de la que se toman 5 g de la muestra. El resto de suelo y raiz
no utilizados en el analisis se guardan en camaras frigorificas para estudios
posteriores, después de separar una fraccion para determinar el pH, materia
organica, humedad y realizar el analisis mecanico del suelo, cuando se crea
necesario.

IV.2.3. Extraccion a partir de suelo. Los métodos de extraccion en
Nematologia, tratan por diferentes vias de separar los nematodos de las
restantes fracciones del suelo: grava, arena, limo, arcilla, fibras vegetales y
agua. Aunque los métodos de extraccion son numerosos, teniendo en cuenta
su fundamento existen solo dos grupos principales, unos que se basan en la
densidad de los nematodos y otros en su movilidad. Un método de extraccion
se considera satisfactorio cuando la mayor parte de los nematodos se recogen
en una pequefa suspension de agua, conteniendo muy poca cantidad de las
demas fracciones. Hemos elegido la centrifugacion por ser el método mas
adecuado para el estudio del efecto de los biodesinfectantes sobre los
nematodos del suelo, puesto que éstos pueden estar muertos y es mas
conveniente aplicar métodos de centrifugacién basados en la densidad de los
nematodos y no en su movilidad, aunque para el estudio de X. index se ha
utiizado el método de Baermann (1917), segun la modificacién de Flegg
(1967).

Método de centrifugacion (Fig. 13). La muestra una vez tamizada se prepara
para la centrifugacion, para ello se elimina la arena agitando el recipiente que
contiene la muestra hasta que la mayor parte del limo, arcilla y fibras vegetales,
asi como los nematodos, queden en suspension, vertiéndose la suspensiéon en un
recipiente transparente de un volumen de cuatro litros; el proceso se repite varias
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veces hasta que el agua esté mas o menos transparente, lo que indica que en la
capsula queda solo arena, pasando los nematodos, el limo, la arcilla y las fibras
vegetales al recipiente transparente de cristal o plastico, que debe completarse
con agua hasta su borde y dejarse reposar hasta que las fibras vegetales suban a
la superficie mientras que el limo y arcilla, asi como los nematodos se
sedimenten.

Las fibras vegetales que flotan en la superficie del recipiente se eliminan con
agua a presion, pero generalmente se pone una tira de papel de filtro que retiene
las fibras vegetales y permite detectar la posible presencia de nematodos
formadores de quistes de los géneros Heterodera y Globodera, que son
frecuentes en cultivos horticolas, pero no en vinedos. Mediante un sifon de
decantacién se va eliminando parte del agua y la arcilla que esta en suspension
hasta que solo quedan los sedimentos. Estos sedimentos se pasan a un vaso de
precipitado de un litro de capacidad, que se enrasa con agua para eliminar los
restos de particulas vegetales, que flotan en la superficie, mediante agua a
presion. Se deja sedimentar de nuevo y se reduce su contenido mediante
filtracidon de toda la suspension acuosa a través de un tamiz de malla de 10 uym.
Se lava el tamiz sobre un vaso de precipitado hasta alcanzar un volumen
aproximado de 200 ml, se agita para que quede bien homogeneizado,
vertiéndose de modo uniforme en los cuatro tubos de la centrifuga de capacidad
total aproximada de 300 ml, y se realizan a continuacién dos centrifugaciones,
siguiendo el método de Nombela y Bello (1983).

La 12 centrifugacion se realiza a FRC= 1.800 x g, durante tres minutos. Se
decanta suavemente el agua, haciendo girar el tubo lentamente sobre su eje
longitudinal para impedir que puedan caer pequenas fracciones del sedimento,
eliminando, mediante este paso, el agua utilizada y quedando unicamente el limo,
parte de la arcilla y los nematodos.

La 22 centrifugacion se lleva a cabo afiadiendo, al residuo que queda en los
tubos de centrifuga, una solucién de azucar de densidad de 1,18 (700 ml de
agua + 300 ml de azucar) mezclandolo bien con un agitador. Se centrifuga a
continuacion durante medio minuto, dependiendo de la naturaleza de la
muestra, a 1500 r.p.m. Los sobrenadantes de las dos centrifugaciones se
unen en una sola suspension que se vierte sobre un tamiz de luz de malla de
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10 um que se lava con agua a presion, pasando el residuo que queda en él a
una placa de Petri para iniciar el recuento.

Esta ultima fase debe realizarse con gran rapidez especialmente cuando los
nematodos estan destinados a estudios taxonémicos o morfolégicos, puesto
que al estar sometidos a la solucion de azucar puede producirse plasmolisis
que los deformen, e incluso pueden morir.

Figura 13. Extraccion de nematodos por centrifugacion (Nombela y Bello 1983).

Con la 22 centrifugacién logramos separar los nematodos de la arcilla y el
limo. Este se sedimenta en el fondo de los tubos, mientras que los nematodos
y la arcilla quedan en flotacién, por tener menor densidad. El tamiz de 10 ym
de luz de malla permite el paso de la arcilla y quedan solo retenidos en él los
nematodos y, en algun caso, resto de fibras vegetales que pueden eliminarse
con unas pinzas, y en caso de ser muy abundantes, se vierte el contenido del
tamiz sobre otro de 50 ym de malla, que se deja reposar en una placa de
Petri con una pequefia cantidad de agua, permitiendo asi el paso de los
nematodos a la placa, mientras que las fibras quedan retenidas por el tamiz.

Método de Flegg (Fig. 14). La extraccion de los nematodos se ha realizado
también mediante una modificacion de la técnica de decantacion vy filtracién
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de Flegg (1967), basado en la movilidad de los nematodos y en su velocidad
de sedimentacion de acuerdo con su tamafio.

El método de Flegg (1967) sigue el procedimiento siguiente: del suelo
tamizado se toman 200 cc, que se depositan en un vaso de precipitado
graduado de un litro de capacidad, se cubre de agua y se deja como minimo
un cuarto de hora antes de proceder a la extraccién propiamente dicha, con el
fin de que se deshagan los agregados existentes. Del suelo restante se
separan unos 150 g que, después de secarlos, se emplean en el estudio de
las caracteristicas edaficas (determinacion de pH, conductividad eléctrica,
materia organica, etc.). El resto de la muestra se conserva en la camara
frigorifica a £ 5 °C para estudios posteriores o por si fuera necesario repetir
los analisis. Una vez pasado el tiempo de remojo necesario de la muestra se
deposita en un recipiente de unos 30 cm de diametro, afiadiendo agua a
presion y removiendo profundamente la muestra con la mano para suspender
las particulas. Después de 25 segundos de sedimentacion, el fluido
sobrenadante se decanta a través de una bateria de dos tamices de 150 ym
de apertura de malla el mayor y de 100 um el menor. El residuo de los
tamices se lava suavemente y se recoge en un recipiente. Se repite el
procedimiento y tras 15 segundos de sedimentacion se decanta de nuevo en
la misma bateria de tamices y se recoge igualmente el residuo.

El residuo de los tamices se lava cuidadosamente y se vierte sobre uno de
nylon de 90 ym de luz y 12 cm de diametro, que se coloca en un recipiente
plastico con diametro diferenciado, 8,5 en la base y 13,5 en la superior y una
altura aproximada de 9 cm, con agua suficiente para que el filtro y los residuos
queden embebidos. Pasadas 48 horas, el contenido del recipiente se pasa por
un tamiz de 10 um de luz de malla y se recoge en una placa de Petri.

IV.3. Estudio cuantitativo y cualitativo de nematodos

En este apartado se incluyen las distintas metodologias empleadas en el recuento
y aislamiento de nematodos, los procesos seguidos para la fijacion y montaje de
aquellos individuos que se consideren de interés para posteriores estudios
microscopicos, y los métodos de conservacion del extracto de la muestra. A
continuacién se describe el método de tincién de nematodos en tejidos vegetales
mas frecuentemente utilizado para identificar de manera sencilla las fases
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parasitas, ya que es dificil reconocer al animal sin emplear técnicas que permitan
destacarlo y contrastarlo de las raices.

Recuento y aislamiento. El recuento se realiza en una placa de Petri de fondo
plano, en la que se recogen los nematodos tras su extraccion, observando bajo
un microscopio estereoscopico la cantidad global de nematodos. Si el numero
es pequeno, se inicia el recuento directamente, con la ayuda de un contador de
mano multiple, pero si se observa gran cantidad de ejemplares, se divide la
placa con un lapiz graso en dos o cuatro cuadrantes. Los resultados se
registran en una hoja de recuentos, en la que figuran los géneros mas
comunes, anotandose el numero de ejemplares de cada grupo. De este modo,
se obtiene la cantidad de nematodos que hay en 100 cc de suelo. Si son
muchos, se recogen en una copa graduada y se dejan sedimentar durante
cuatro horas, a continuacion se reduce el volumen a 10 cc y se extrae 1 cc de
la fraccidn que se recuenta y se multiplican por 10 para referirlo a 100 cc.

25 segundos después de agitar la muestra
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Figura 14. Método de extraccion de Flegg (1967).

El aislamiento de los nematodos se realiza después de la extraccidn o como
maximo antes de dos dias, para que no se desarrollen micelios de hongos. Se
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prepara un pocillo con agua destilada para aislar los nematodos que se van a
montar en glicerina. El pocillo se etiqueta con el numero de la muestra y el
aislamiento se realiza con un pincel al que se han dejado unicamente dos
fibras. Al mismo tiempo, si se quiere realizar un analisis rapido de alguno de los
nematodos aislados, se prepara un portaobjetos de cristal, en el que se vierte
una gota de agua destilada, donde se colocan los nematodos aislados, se
mantiene sobre la llama de un mechero y se tiie con una gota de azul
lactofenol. Es conveniente que el numero de nematodos por preparacion no
exceda de 10, de modo que los restantes cuyo estudio se considera de interés
se pasan al pocillo.

Muerte, fijacion y montaje. Los ejemplares, que han sido aislados en el
pocillo, se matan y fijan en el dia para evitar el crecimiento de micelios de
hongos. Para ello, una vez que los nematodos se encuentran en el fondo del
pocillo, se retira la mayor cantidad de agua posible con una pipeta Pasteur y a
continuacion se anade fijador |, previamente calentado al bafio de Maria entre
70-80 °C. El pocillo se tapa para que no se evapore el formol del fijador y se
mantiene asi durante varios dias, al cabo de los cuales después de quitar la
tapa, se introduce en un recipiente hermético con atmédsfera de alcohol, que se
mantiene durante 12 horas en una estufa a 39 °C. Transcurrido este tiempo, se
saca el pocillo de la atmésfera de alcohol y se deja evaporar lentamente en la
estufa. Una vez evaporado el fijador |, se afiade fijador Il y se deja evaporar de
nuevo, después se anade fijador Ill y se deja en la estufa, en la que puede
permanecer hasta una semana. Una vez terminado el proceso se lleva el
pocillo a un desecador que contiene cloruro de calcio o gel de silice. En este
desecador se mantendran los nematodos en glicerina hasta el momento de ser
montados. La composicion de los fijadores siguiendo el método de De Grisse
(1969), se recogen en la Tabla 7.

El montaje se realiza en un portaobjetos, en cuyo centro se ha colocado un
pequefio circulo de parafina solidificada. Los nematodos ya fijados y
procesados se pasan desde el pocillo a una pequefia gota de glicerina
colocada en el interior del circulo de parafina. Antes de colocar el
cubreobjetos, se procura poner los individuos en el centro de la preparacion,
realizando este proceso bajo el microscopio estereoscépico para evitar que
queden superpuestos. Tras poner el cubreobjetos, se acerca la preparacion a
una placa térmica a 60 °C para que al fundirse la parafina quede sellada.
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Tabla 7. Composicion de los fijadores (De Grisse 1969).

Fijador| ......... (cm?) Fijador |l ......... (cm® | Fijadorll ......... (cm?)
Agua destilada ........ 89 |Etanol 96% .............. 95 |Etanol 96% .............. 50
Formol 40% .............. 10 | Glicerina ...................... 5] Glicerina ................... 50
Glicerina ...................... 1

Conservacion del extracto de la muestra. Una vez aislados los nematodos
para su fijacién y montaje, el contenido de la placa de Petri con los restantes
nematodos se pasa a una copa graduada donde se dejan sedimentar;
posteriormente se reduce el agua con la ayuda de un frasco lavador. La copa
se lava con fijador |, calentando entre 70-80 °C al bafio de Maria, vertiéndose
en frasco de conservacion, de modo que los nematodos queden fijados.
Seguidamente, se registra y almacena el frasco. Cuando el numero de
muestras es elevado se pasa directamente a la fijacion después de la
extraccion. En una etapa posterior se podran escoger los ejemplares que se
desee y se seguira el proceso anteriormente indicado.

Estudios morfométricos. Las observaciones se realizan entre 400-1200
aumentos bajo un microscopio LEITZ Dialux 22 con contraste de interferencia
diferencial, Nomarski, y camara clara incorporados. Mediante inmersiéon y
contraste de interferencia diferencial se han estudiado las caracteristicas
morfolégicas de los nematodos, permitiendo su determinacion a nivel de
especie. Para el estudio morfométrico se han realizado dibujos, con camara
clara, de cada uno de los ejemplares estudiados, sobre ellos se toman las
medidas de los nematodos, en algunas ocasiones mediante la utilizacion de
una tableta digitalizadora, pero en general con la ayuda de un curvimetro.
Para su determinacién se han utilizado los indices somatométricos de De Man
(1880), asi como otras medidas establecidas posteriormente para la
determinacién de estos géneros:

indices De Man (1880)
e L = Longitud total en mm

a = Longitud total / Anchura maxima

e b = Longitud total / Longitud de la region faringea

e c = Longitud total / Longitud de la regién posterior

e c’= Longitud de la cola/ Anchura del diametro anal

¢ V = Distancia desde el extremo anterior a la vulva/ Longitud total X 100
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e G1 = Longitud rama genital anterior / Longitud total X 100
e G, = Longitud rama genital posterior / Longitud total X 100
e T= Longitud de la génada masculina / Longitud total X 100

Otras medidas (um):

e Longitud del esofago, distancia desde el final del odontostilo hasta el
cardias.

e Longitud del odontostilo.

e Longitud de la espicula del macho, medida tomada por el interior de la
misma.

¢ Anchura labial, medida en la parte mas ancha.

¢ Longitud de la regién posterior, desde el ano hasta el extremo posterior.

e Numero de suplementos precloacales en el macho

IV.4. Estudio de las caracteristicas edaficas

El estudio de los parametros fisicos y quimicos de los suelos empleados, se ha
realizado conforme a los Métodos Oficiales de Analisis (MAPA 1994). Por tal
razon no se exponen en el texto, ya que ademas en la fuente originaria se
encuentra una descripcion detallada de estos métodos. La determinacion de la
humedad se realizé mediante el método gravimétrico, evaluando la diferencia
de peso entre la muestra recogida en condiciones de campo y una vez
desecada en estufa a 105 °C. Los resultados se expresan en porcentaje de
contenido de agua respecto a la muestra en condiciones de campo.

IV.5. Estudio de indices de madurez

La evaluacién de la madurez de la vinaza resulta fundamental en el uso
potencial de este producto en la agricultura. Al iniciar el desarrollo de los
experimentos de biodesinfeccion es practica obligada comprobar si los
productos utilizados en el proceso provocan efecto fitotdoxico sobre las areas
biodesinfectadas. Por esta razén hemos utilizado como indice ensayos de
germinacion con semillas de berro (Lepidium sativum L.).

Bioensayo de germinacion El ensayo de germinacién tiene en cuenta el

numero de semillas germinadas con los distintos sustratos y la longitud
alcanzada por el sistema radical. Se colocan 10 semillas de berro (Lepidium
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sativum L.), con cuatro repeticiones, sobre un papel de filtro impregnadas con
5 ml de la dilucién de vinaza elegida bien distribuida en una placa de Petri de
aproximadamente 9 cm. de diametro, debiendo permanecer 24 h en una
camara oscura a T? de 26 °C, durante 3 dias. Como testigo se utilizé un
tratamiento al que solo se afadié agua destilada. Se calcula posteriormente el
porcentaje de germinacion, la longitud media de las raices plantulas y el
indice de germinacion que viene dado por la expresion:

Lc

Donde, Ig es el indice de germinacion, %G el porcentaje de semillas
germinadas, Lm la longitud media de las raices correspondientes a los
tratamientos y Lc la longitud media de las raices de control. El indice de
germinacion es un buen indicativo de la madurez de la vinaza (libre de
sustancias fitotéxicas) cuando alcanza un valor superior al 70%.

Determinacion de la actividad biolégica del suelo. El objetivo de esta
técnica consiste en la evaluacion de la actividad bioldgica potencial de las
muestras de suelo. Esta puede ser estimada en funcién de los mg C que se
desprenden en forma de CO, cuando se incuban, en el laboratorio, en
condiciones Optimas de humedad y temperatura. Debido a que los suelos
presentan diferentes porcentajes de C, se calculan también coeficientes de
mineralizacién, que corresponden a los mg C/100 g C de suelo y reflejan la
mayor o0 menor biodegradabilidad de la materia organica, permitiendo
diferenciar tipos de humus estables (bajos valores de coeficiente de
mineralizacion) de otros en los que la materia organica es supuestamente mas
joven o esta menos incorporada a la fraccion mineral, siendo por lo tanto, mas
facilmente biodegradable.

Se incubaron 20 g de muestra e suelo homogeneizada a 2 mm y humedecida a
2/3 de su capacidad de retencién hidrica a presion atmosférica. El experimento
se llevd a cabo en matraces erlenmeyer de 500 ml, provistos de tapones de
goma atravesados por un tubo de entrada y otro de salida manteniéndose en
una camara de cultivo a 27 °C. El desprendimiento de CO, de las muestras de
suelo, se midié conectando el tubo de salida a un analizador de gas
Carmhograph-12 (Wdsthoff), mientras que el tubo de entrada se conecté a una
columna de cal sodada para permitir la renovacion de la atmésfera del matraz
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con aire libre de CO,. La incubacion tuvo lugar en condiciones aerobias, al
renovarse periodicamente la atmoésfera del matraz durante el proceso de
medida. Las mediciones se realizaron diariamente durante los 10 primeros
dias. La actividad respiratoria de los suelos se expresa como mg C/100 g de
suelo (Almendros et al. 1990 en funcion de la Tasa de Mineralizacion de Chone
et al. 1973).

IV.6. Determinacion de la actividad biodesinfectante

Se comienza por la determinacion in vitro con un extracto del biodesinfectante
utilizado, para pasar a disefiar los experimentos en laboratorio y campo.

IV.6.1. Determinacion in vitro de la actividad biodesinfectante. Se hace
una dilucién del biodesinfectante, afladiéndose en un primer paso un 100, 50 y
25% sobre un pocillo que contiene 5 individuos de X. index que se cubre y se va
observando cada hora el numero de individuos vivos y muertos, hasta que estén
todos muertos. En el caso que la eficacia al 25% fuera completa (100% de
muertos), se pasa a una segunda fase de diluciones: 10, 5y 2% y se repiten las
observaciones cada hora, pudiendo establecer las intermedias hasta que se
localiza la dosis Optima. En cada caso, se determina si la accion es nematicida y
se debe directamente a la accion de las diluciones, o si es nematostatica que se
debe a la accion de los gases contenidos en el extracto, destapando los pocillos y
en el caso de que se tratase de una nematostasis, los juveniles se recuperarian a
los pocos segundos. Con ello, se planifican los siguientes experimentos en suelo,
hasta establecer las dosis apropiadas para ser tratadas en los experimentos de
campo.

IV.6.2. Estudio en laboratorio de la actividad biodesinfectante en
suelo. Para comprobar la actividad biodesinfectante de un producto antes de
disefar el experimento de campo, se ha puesto a punto una prueba de
laboratorio que permite valorar su efectividad y establecer la técnica mas
adecuada a tal fin (Fig. 15). Para realizar esta prueba, se muestrea el area
donde se pretende realizar el experimento y se determina la cantidad de
nematodos fitoparasitos presentes, especialmente los del género Xiphinema.
Una vez comprobada la presencia del nematodo, se coloca en una bolsa de
plastico de polietileno transparente con 0,50 kg de suelo infestado.

Realizando cuatro repeticiones por tratamiento, ademas de cuatro muestras
testigo.
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Seguidamente, se afiade a cada bolsa con suelo infestado la proporcion indicada
del biodesinfectante, se mezcla uniformemente, se afade un activador para
acelerar el proceso de descomposicion y, por tanto, el desprendimiento de gases
que afectaran a las poblaciones de fitoparasitos. A toda esta mezcla se le afiade
agua hasta capacidad de campo o determinado porcentaje de saturacion de agua
dando un riego al mismo. Una vez culminado este proceso, se colocan las bolsas
en una camara a temperatura de 30 °C y humedad controlada, donde
permaneceran aproximadamente 20 dias, al cabo de los cuales se realiza la
extraccion de los nematodos mediante el método anteriormente descrito para
suelo (Nombela y Bello 1983). Es fundamental conocer el contenido de materia
organica del suelo utilizado, puesto que si éste es alto se puede deber a ella el
efecto biodesinfectante, con el resto se determina el efecto de los
biodesinfectantes sobre la fertilidad del suelo.

SUELO (500 g) MATERIAL ACTIVADOR
Infestado con nematodos + BIODESINFECTANTE (5, 10, 15,20g) + 25 (%)

!

Introduccién en una bolsa plastica y homogenizacién
(4 replicas)

!

Agregar AGUA hasta saturacion.
Cerrar la bolsa.

!

Incubar durante 20 dias (25-30 °C)

Extraccion de nematodos por el Analisis de fertilidad Egtud[o en 4. macgtas .d'e la
A . 5 . del suelo eficacia de la biodesinfeccién en
método de Centrifugacion 6 . .
200g de suelo biodesinfectado
Flegg
en tomate cv Marmande

} |

30 dias (25 £ 1 °C)

Recuento de nematodos / \

Determinacion
del indice de Analisis
nodulacién ici
) nutricional de
(Bridge & Page) las plantas
1980)

Figura 15. Protocolo de biodesinfecciéon en condiciones de laboratorio.
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IV.6.3. Determinacién de la actividad biodesinfectante en campo.
Después de establecer las dosis 6ptimas en laboratorio, se elige en campo una
parcela de 100 m? que ha sido muestreada previamente con cinco tomas, en
un muestreo en forma de W, a profundidad de 0-20 cm, extrayéndose en
laboratorio los nematodos para determinar las poblaciones de los diferentes
grupos: X. index, rabditidos, dorilaimidos, monénquidos y enquitreidos.

Se aplica a continuacién el biodesinfectante, uniformemente distribuido, se
satura con agua de riego, se puede poner plastico, o simplemente, en el caso
de los cultivos a cielo abierto se utiliza la costra impermeable que se forma tras
el riego para retener los gases, especialmente en los suelos con un alto
contenido en arcilla. Después de 20 dias se retira el plastico, si se ha puesto, y
se vuelve a hacer un muestreo con tomas en forma de W, recogiendo suficiente
muestra para la extraccion de cuatro muestras de nematodos (400 g), para
comprobar la eficacia de la biodesinfeccion en laboratorio cultivando plantas de
tomate cv Marmande (250 g) y para analisis de suelo (10 g). Por ultimo, si se
hace un pase de rotavator antes de 30 dias, las malas hierbas pueden actuar
como planta trampa, eliminando las pequefias areas donde la biodesinfeccion
no fue eficaz, puesto que actua como un biodesinfectante eficaz (Fig. 16).

IV.7. Efecto de la biodesinfeccion sobre la planta

Se estudié fundamentalmente el efecto de la biodesinfeccion sobre la biomasa
y nutricion de la planta. Para ello, en macetas de 300 g de suelo, se
trasplantaron plantulas de tomate cv Marmande, susceptible al nematodo
(Meloidogyne), con 4 repeticiones por tratamiento, comprobandose en las
mismas, ademas de los indices de nodulacion por el nematodo, algunos
indicadores de crecimiento vegetal después de un mes. Los indicadores de
crecimiento estudiados fueron: altura de la planta, peso de la parte aérea, peso
de la raiz y numero de hojas. Para realizar dichas mediciones se debe secar
previamente la planta hasta peso constante. Se utilizé6 una regla graduada y
una balanza de precisidon, respectivamente. Los datos para ser procesados se
reflejan en las hojas de muestras, donde ademas se recoge la fecha de
siembra y de levantamiento de las macetas es decir del experimento, asi como
también, el numero de muestra y el tratamiento aplicado.
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Estudio de la nutricion de la planta. Dadas las caracteristicas de nuestro
experimento, basada en la utilizacién de residuos, se decidié estudiar el efecto
que sobre las plantas tratadas podian ocasionar los mismos desde el punto de
vista nutricional, para lo cual se analizé en planta el contenido de Ny, P, K7,
Ca**, Mg?*, Fe, Mn?*, Zn, y Cu, basado en la técnica de “Ataque de plantas
para analisis foliar’. Esta técnica consiste en limpiar la muestra con un
detergente suave, lavar con agua corriente y finalmente con agua destilada; se
coloca en una bandeja en una estufa a 70 °C hasta su desecacién total y
posteriormente se tritura la muestra hasta pulverizarla. Se pesa 1 gramo y se
agrega a un matraz de ataque de 100 cc; se afiaden 10 cc de acido nitrico
concentrado y se deja un minimo de 5 horas, para realizar el ataque en frio. Se
continua el ataque en bafio caliente de arena a una temperatura de 100 °C y
una vez que se han desprendido los vapores nitrosos (color marrén) cuando
toda la materia organica ha quedado destruida y el liquido transparente, se
retira del bafio y se dejan enfriar los matraces.

Figura 16. Preparacion del suelo en el experimento de biodesinfecciéon en
campo (El Perelld, Valencia).
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Una vez frio, se afladen 2 cc de acido perclérico y se colocan nuevamente los
matraces en el bafio a una temperatura aproximada de 200 °C; cuando cese el
desprendimiento de los vapores blancos densos de perclorico, el liquido se
tornara transparente e incoloro, pero con una sedimentacion en el fondo del
matraz. En este momento se retira del bafno, se agrega a los matraces agua
destilada muy caliente para facilitar la disolucidn del precipitado y se calienta en
mechero agitando continuamente para su disolucion total. A continuacion se
pasa a un matraz de 50 cc y sobre él un embudo con papel de filtro, se pasa
agua caliente para humectar el papel y lavar los matraces, agua que
inmediatamente se desecha, se filtra sobre dichos matraces, procurando
lavarlos de ataque con el agua caliente al menos cuatro veces. Se enrasa el
matraz de 50 cc y la muestra pasa a analisis. En este extracto se determinan P,
K*, Ca®*, Mg?*, Fe, Mn?*, Zn.

Para la determinacion del Ny Se utiliza el método de Kjeldahl, que consiste en
pesar 0,1 g de materia seca que se agregan en un matraz de ataque de 50 cc y
los siguientes productos: 0,5 g de mezcla catalitica compuesta por 95% de
sulfato potasico y 5% de selenio negro seco, ademas 5 cc de acido sulfurico
concentrado; se colocan los matraces en el tren de ataque a una temperatura
superior a 100 °C, donde se mantienen hasta que el liquido esté transparente,
se enrasan con agua destilada, se agita bien y se pasa la muestra para el
analisis. Cuando se ha cultivado sobre suelos con residuos que pudieran
contener metales pesados, se determinan, ademas, los contenidos totales de
Mg**, Fe, Mn%*, Zn, Cu, Pb, Cd, Cr y Ni en mg kg' de suelo, que son
comparados con los valores minimos establecidos por el MAPA.

IV.8. Caracterizacién de la virulencia en las poblaciones de Meloidogyne

Para la caracterizacién de los biotipos de Meloidogyne en funcién de su
virulencia se siguid un procedimiento consistente en primer lugar en la
identificacion de las especies presentes en las muestras mediante morfologia
y morfometria, confirmado a través del analisis del ADN de las hembras por
PCR. Posteriormente se aplicé el bioensayo disefiado para la caracterizacion
de los biotipos de Meloidogyne, con el objetivo de identificar la variacién en
virulencia dentro de cada especie e incluso dentro de cada raza. Una vez
identificadas las especies se comenzaron los bioensayos para la
caracterizaciéon de la virulencia de las poblaciones, en forma simultanea con la
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determinacion de las razas dentro de cada especie. Para ello se extrajeron
masas de huevos maduras (de color castafio) de cada poblacion de
Meloidogyne, de modo que cada una de las repeticiones proviniera de la masa
de huevos producida por una sola hembra. Cada masa de huevos se colocé en
un pocillo con agua. Luego se prepararon macetas de 300 cc con tierra estéril,
a razon de 5 a 8 repeticiones (macetas) por poblacion, y en cada maceta se
colocd una planta de tomate cv Marmande (sensible a Meloidogyne) de 15-20
dias de edad, con dos hojas verdaderas. Cada maceta fue inoculada con una
masa de huevos para obtener “poblaciones puras” (aislados provenientes de
una hembra), realizando un pequefio hueco préximo al tallo de la planta y
vaciando el pocillo con la masa de huevos con ayuda de un frasco lavador. En
algunos casos se utilizé directamente el suelo de las muestras (“poblacién
original” o “poblacién de campo”) en lugar de obtener poblaciones puras a partir
de masas de huevos. Las macetas se mantuvieron en camara de crecimiento
con temperatura de 25 (x 1) °C y fotoperiodo de 16 hs de luz durante 40-45
dias. Cuando las poblaciones se desarrollaron hasta alcanzar un indice 5 en el
esquema de indice de nodulacion de Bridge y Page (1980) se inicio el proceso
de caracterizaciéon de las razas y de la virulencia (Fig. 17).

Para la determinacidon de las razas ¢ biotipos se utiliza el ensayo de
hospederos diferenciales de Carolina del Norte de Hartman y Sasser (1985),
que incluye como hospedadores: tomate cv Rutgers, pimiento cv Early
California Wonder, tabaco cv North Carolina 95, algodén cv Deltapine 91,
sandia cv Charleston Gray y cacahuete cv Florunner (Tabla 2). Este método no
permite caracterizar la virulencia, puesto que no incluye plantas con genes de
resistencia. Por otra parte, como se ha visto anteriormente, los métodos
moleculares disponibles tampoco permiten caracterizar la virulencia
(Castagnone Sereno 2002). En vista de las limitaciones encontradas en los
bioensayos asi como en los métodos moleculares disponibles, el grupo de
investigacion del Departamento de Agroecologia del CCMA (Lépez Pérez et al.
2004) disefid un ensayo de hospedadores diferenciales con el objetivo
especifico de caracterizar la virulencia de las poblaciones de nematodos, a la
vez que las razas 0 biotipos a las que pertenecen.
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Figura 17. indice de nodulacién de Bridge y Page (1980) modificado.
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Para la determinacién de las razas O biotipos se utiliza el ensayo de
hospederos diferenciales de Carolina del Norte de Hartman y Sasser (1985),
que incluye como hospedadores: tomate cv Rutgers, pimiento cv Early
California Wonder, tabaco cv North Carolina 95, algodén cv Deltapine 91,
sandia cv Charleston Gray y cacahuete cv Florunner (Tabla 2). Este método no
permite caracterizar la virulencia, puesto que no incluye plantas con genes de
resistencia. Por otra parte, como se ha visto anteriormente, los métodos
moleculares disponibles tampoco permiten caracterizar la virulencia
(Castagnone Sereno 2002). En vista de las limitaciones encontradas en los
bioensayos asi como en los métodos moleculares disponibles, el grupo de
investigacion del Departamento de Agroecologia del CCMA (Lépez Pérez et al.
2004) disefid un ensayo de hospedadores diferenciales con el objetivo
especifico de caracterizar la virulencia de las poblaciones de nematodos, a la
vez que las razas 0 biotipos a las que pertenecen.

Este test incluye como hospederos diferenciales: tabaco cv North Carolina 95,
algodon cv Deltapine 91, pimiento cvs Capino y Soénar (sensibles, en
sustitucion del cv Early California Wonder) y cvs Charleston Belle y Carolina
Wonder (resistentes), tomate cv Marmande (sensible, en sustituciéon del cv
Rutgers) y cv Nikita (resistente), fresa cv Camarosa y Tagetes patula. La
innovacion mas importante con respecto al método de Hartman y Sasser
(1985) es el uso de hospederos portadores de genes de resistencia, que es lo
que permite distinguir entre las poblaciones de nematodos virulentas vy
avirulentas. La inclusion de T. patula se realizé para diferenciar las razas Ay B
de M. hapla, eliminandose la sandia y el cacahuete del test de Hartman y
Sasser (1985), ya que las diferencias que detectan estas plantas se pueden
observar también con otros hospederos.

IV.9. Métodos estadisticos
El analisis matematico de los datos obtenidos se ha realizado a partir de
diversos procedimientos estadisticos, tanto uni- y bivariantes como

multivariantes, segun el caso. Se han utilizado, dependiendo del tipo de
analisis, los programas SPSS y STATISTICA para el entorno WINDOWS.
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Analisis de la varianza. El Analisis de la Varianza (ANOVA) es un test clasico
y basico en cualquier trabajo experimental, frecuentemente utilizado en
Ecologia (Margalef 1974). Este tratamiento estadistico se aplica a factores
cuantitativos y pretende averiguar si las diferencias apreciadas entre varios
tratamientos o grupos de muestras "pueden ser razonablemente atribuidas a
simples fluctuaciones debidas al azar o si, por el contrario, son demasiado
grandes para que esto sea cierto y traducen necesariamente divergencias
reales y significativas" (Lamotte 1976). En consecuencia, el Analisis de la
Varianza permite conocer el grado de homogeneidad o heterogeneidad entre
las variables comparadas y predecir si pertenecen o0 no a un mismo universo
muestral, posibilitando analizar las fuentes de variacion entre los distintos
tratamientos estudiados. La realizacién del ANOVA requiere que los datos se
ajusten a una distribucion normal y que presenten homogeneidad en sus
varianzas. Existen diferentes procedimientos para la comparaciéon de medias
(Duncan, Tukey, Bonferroni, Bartlett, etc.) aunque una de las pruebas mas
poderosas (menos conservativa) es el test MSD (de las siglas en inglés de
Medium Significant Difference), muy recomendado cuando inicialmente hay
pocas comparaciones de interés. Este es el procedimiento que hemos utilizado
para comparar los factores estudiados en las distintas biodesinfecciones.
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V. RESULTADOS

La biodesinfeccion constituye una alternativa no quimica para el manejo de
organismos patdégenos de los vegetales de origen edafico, que se fundamenta
en el efecto biocida de los productos resultantes de la descomposicion de la
materia organica. Se ha comprobado, que por lo general, cualquier resto
organico puede actuar como biodesinfectante, aunque su eficacia depende de
la dosis y del método de aplicacion.

Existen buenos ejemplos de la eficiencia de la biodesinfeccion para el manejo
de hongos, nematodos y malas hierbas, aunque mayoritariamente se han
aplicado en cultivos de hortalizas y fundamentalmente para el manejo de
nematodos formadores de nodulos del género Meloidogyne (Bello et al.
2000a,b, 2001, 2003, 2004). Ultimamente y debido a la obligatoriedad, por
parte de la UE, de desinfeccién del suelo para la replantacion del vifiedo se han
realizado varias experiencias de biodesinfeccion con materia organica sdlida,
estiércoles, en la localidad de Jumilla (Murcia) en vifiedos ecoldgicos, los
cuales tiene prohibido el uso de fumigantes quimicos, que son los que
recomienda utilizar el Reglamento (CE) 1227/2000 (Gémez Soriano et al. 2006,
Diez Rojo 2006). En todos los casos siempre se ha trabajado utilizando
fundamentalmente subproductos agroindustriales sdlidos, por lo que no existe
experiencia del uso de esta alternativa mediante la utilizacion de subproductos
liquidos, que en teoria son mas faciles de aplicar. La biodesinfeccion con
subproductos liquidos de la industria vitivinicola, podria tener grandes
posibilidades en las zonas productoras, que en la mayoria de los casos
coinciden con las zonas de cultivo de vid en Espaia, pudiéndose utilizar en
biodesinfeccion con bajos costes. También puede emplearse como material
biodesinfectante liquido el alpechin, subproducto de la industria oleicola, cuya
acumulacién puede producir, paraddjicamente, problemas graves de
contaminacion ambiental (Bello et al. 2003).

En este apartado se estudia el efecto biodesinfectante de la vinazas de
alcoholera tanto en estudios in vitro (V.1), como en suelos en condiciones
controladas de laboratorio (V.2) y en campo (V.3); se determina su efecto
sobre los nematodos fitoparasitos pertenecientes a Xiphinema index, un
transmisor de “fanleaf” en la vid y sobre los nematodos formadores de nédulos
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de la especie Meloidogyne incognita, un parasito de la vid y de los cultivos
horticolas, determinando su efecto en la fertilidad y sobre la biodiversidad
edafica con relacibn a los nematodos libres y saprofagos del suelo;
determinacién del indice de madurez (V.4); caracterizacién de razas en las
poblaciones de los nematodos “formadores de nddulos” (V.5); relacién de M.
incognita con la flora arvense (V.6); por ultimo se estudia su efecto sobre la
nutricion de la planta y la calidad del mosto (V.7). Para ello se comienza
realizando un estudio in vitro con varias dilucciones del producto. Una vez
evaluada la eficacia in vitro, se estudia su eficacia sobre suelo en condiciones
controladas de laboratorio, para pasar por ultimo a estudios en condiciones de
campo.

V.1. Determinacion in vitro de la actividad biodesinfectante

Para evaluar la eficacia de las vinazas de la industria vitivinicola, se aplicé un
extracto de 5 ml diluidos al 5, 3, y 1% respectivamente sobre una placa de
Petri cerrada, que contenia 5 individuos de X. index. Se realizan cuatro
repeticiones por diluccion o tratamiento y se observan cada 20 minutos bajo
un microscopio binocular el numero de individuos que permanecen vivos, y
los que han muerto. Una vez evaluada la eficacia de las concentraciones
elegidas se pasa a establecer dilucciones intermedias hasta que se
selecciona la diluccién é6ptima. En cada caso, se confirma si la accion es
nematicida y se debe a la accion directa de los extractos, 0 si es
nematostatica y se debe por lo tanto a la accion de los gases contenidos en la
dilucién. Para ello se destapan los pocillos y en el caso de que se tratase de
un efecto nematostatico, los individuos de X. index se recuperarian al paso
del tiempo y adquiririan movilidad de nuevo.

Se observa que la concentracién de vinazas al 5% controla los nematodos
a los 45 minutos y la concentracion del 2% a los 60 minutos después de
haber iniciado el experimento (Fig.18A). En un segundo experimento se
confirma el efecto nematicida incluso con dosis mas bajas (Fig.18B). En este
2° experimento, a las concentraciones del 2% los individuos mueren a los
55 minutos y no se recuperan después de tres horas de exposicion, este
fendmeno también ocurre con las concentraciones de vinaza del 1%, mientras
que en las concentraciones del 0,2%, las vinazas solo tienen efecto letal a
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partir de las tres horas de exposicion. Los testigos presentan en todos los
casos los individuos vivos.

Efecto sobre X. index
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Figura 18A,B. Efecto en X. index de diferentes concentraciones de vinaza.

Cuando se trabaja con los nematodos del género Meloidogyne, se sigue el
mismo procedimiento, utilizando las formas madviles que son los juveniles (J>).
Para ello se realizan diferentes diluciones de la vinaza 5, 2, 1y 0,2%, que se
aplican en un pocillo con 5 juveniles, llevandose a cabo periddicamente
observaciones de su comportamiento, teniendo en cuenta el posible efecto
nematostatico, para lo cual una vez que pierden la movilidad se destapa la
placa de Petri durante un periodo de tiempo de al menos 24 horas.
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Efecto sobre Meloidogyne
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Figura 19. Efecto sobre juveniles de nematodos del género Meloidogyne de
diferentes concentraciones de vinaza.

En los experimentos in vitro llevados a cabo con nematodos del género
Meloidogyne podemos decir que con concentraciones de vinazas diluidas
al 5%, el control de nematodos se alcanza pasadas las tres horas de
exposicion. En los casos de concentraciones mas bajas (1 'y 0,2%) el tiempo
para el control se prolonga notablemente (Fig. 19), e incluso no es efectivo.

V.2. Determinacion de la actividad biodesinfectante en suelos en
condiciones de laboratorio

Para la evaluacion de la actividad biodesinfectante en suelo, en condiciones de
laboratorio, de las vinazas de la industria vitivinicola, se ha utilizado el protocolo
de biodesinfeccién del Apartado IV.6.2, que nos permite al mismo tiempo
determinar su efecto sobre los nematodos, la fertilidad del suelo y sobre la
planta (Fig.15). Los experimentos se han realizado utilizando suelos infestados
con nematodos, que son representativos de zonas horticolas de Espana. En
algunos casos se han utilizado suelos en los que posteriormente se han
realizado los experimentos de campo. Los suelos seccionados han sido los
siguientes: (A) suelo franco-arenoso y ligeramente acido de Villa del Prado
(Madrid), (B) suelo arcilloso y basico del Campo de Cartagena (Murcia) y (C) un
suelo arenoso y basico de El Perellé (Sueca, Valencia).
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A. Experimentos en suelo franco arenoso y acido de Villa del Prado
(Madrid)

Se ha utilizado un suelo franco arenoso procedente de un invernadero de
produccion horticola, que habia estado cultivado con tomates. En un analisis
previo a la realizacion del experimento se confirmd que el suelo estaba
infestado de nematodos del género Meloidogyne. Con fecha 4-4-2006 se
recogieron dos muestras registradas con los n°® 28000 y 28001, que después
de mezclar y homogeneizar se pasaron por un tamiz de 2 mm, siguiendo a
continuacion el protocolo anteriormente descrito de biodesinfeccién (Fig. 15),
realizando los tres tratamientos siguientes: 5, 3, y 1 ml de vinaza de vino, que
corresponden a unas dosis de campo de 25.000, 15.000 y 5.000 I‘ha™. El
experimento se disefio con cuatro repeticiones por tratamiento y el testigo.

Influencia de la biodesinfecciéon sobre los nematodos del suelo. Con fecha
3-05-2006 se da por concluido el experimento, observandose una elevada
anaerobiosis en los tratamientos con 5 ml y 3 ml y principio de anaerobiosis en
el de 1ml. Los resultados nematologicos se recogen en la Tabla 8.

Tabla 8. Influencia de la biodesinfeccion sobre los nematodos del suelo
mantenido a 30 °C, Villa del Prado (Madrid) (Indiv. 100 cc™) (*).

Meloidogyne (J2) Rabditidos Dorilaimidos Enquitreidos

Tratamiento

Vv M \' \' \'}
Testigo 17 b 8 a 31 b 0 a 4 a
5 ml 0 a 15 b 16 a 1 a 2 a
3ml 0 a 28 c 14 a 0 a 4 a
1ml 0 a 30 c 22 ab 0 a 1 a
Valor F 34,680 26,427 3,548 1,000 0,632

(*) V=vivos, M=muertos; DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la
misma columna no manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las
cifras corresponden a la media y a la desviacién de la media.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de las poblaciones de nematodos del
suelo inmediatamente después de finalizada la biodesinfeccion. El efecto de la
vinaza de vino sobre las poblaciones de nematodos del suelo, disminuye
notablemente las poblaciones de J2 del nematodo fitoparasito Meloidogyne,
observandose diferencias estadisticamente significativas con respecto al
testigo. En las poblaciones de rabditidos, se observa como las vinazas de vino,
sobre todo a dosis elevadas, disminuyen estadisticamente las poblaciones.
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Para el resto de poblaciones, no se observan diferencias estadisticamente
significativas, tanto en los dorilaimidos como en los enquitreidos, debido a que
en el suelo original las poblaciones existentes de estos nematodos son bajas,
por tratarse de suelos que con anterioridad han sido fumigados quimicamente.

Influencia de la biodesinfeccion en la fertilidad del suelo. De las muestras
recogidas el 4-4-2006 se determinaron diferentes parametros que nos permiten
conocer la influencia de la biodesinfeccion en la fertilidad del suelo. Los
resultados se recogen en la Tabla 9.

Tabla 9. Efecto de la biodesinfeccion en la fertilidad del suelo, Villa del Prado

(Madrid).
1mi 3ml 5 ml Testigo Valor F
MO (%) 4,40+0,13 ab 4,36 +0,04 ab 4,24 +0,20 a 4,58 +0,08 b 2,439
pH 6,31+0,03 b 6,49+0,03 c 6,54+0,04c 6,22+0,03 a 51,625
CE (mS/cm) 0,72+ 006 ab 0,67 £0,02 a 0,67+0,02 a 0,75+0,01 b 3,292
2 Ciota 2550+0,70 ab  2530+0,20 ab 2455+1,15ab 26,50+0,45 b 2,454
[=2]

Niotal 231+£0,23 a 215+0,15 a 2,28+0,23 a 274+0,10 b 3,757

P,05 0,95+0,03 a 0,87+£0,02 a 0,85 +0,03 a 0,74+£0,37 a 0,498

K 0,74+0,03 a 0,74+0,05 a 0,80+0,03 a 0,78+0,02 a 1,689
ca* 1,46+0,04 a 1,39+0,11 a 1,49+0,05 a 1,53+0,06 a 1,475
Mg2+ 0,25+0,01 a 0,24+0,02 a 0,26 +0,01 a 0,26+0,01 a 1,600

Na* 0,16+0,01 a 0,15+0,00 a 0,16+0,01 a 0,16+0,01 a 0,692

2 Fe 384,75+10,88 b  481,75+30,25 ¢ 554,75+27,38 d 320,50+31,25 a 35,231

g’ Mn?* 112,75+ 488a 11125+ 525a 123,75+525b  121,75+3,25 ab 3,731
Cu 15,78 £ 0,83 bc 15,55+£0,53 b 16,83+ 0,62 ¢ 14,28 £ 0,18 a 7,505

Zn 12,63+0,48 a 12,55+ 0,33 a 13,656+ 0,45 ab 1428+0,18 b 12,654

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma fila no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.

En la Tabla 9 se recogen los resultados del analisis quimico de los suelos
después de haber realizado la biodesinfeccion. Se puede observar que los
tratamientos con vinaza de vino, aunque no presentan diferencias
estadisticamente significativas, disminuye los niveles de materia
organica, lo que nos puede indicar que este tipo de biodesinfectantes ayudan
a la mineralizacion de la materia organica, esto puede tener gran interés en
suelos con elevados contenidos en matera organica. Por ello convendria
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estudiar si la incorporacidon de vinaza ayuda a la descomposicion de aquellas
materias organicas que tienen altos contenidos en fibras y sobre todo en
lignina. Ademas se puede observar con claridad como aumenta el pH y
disminuye la conductividad eléctrica segiun se aumenta la dosis. Con
respecto a los principales elementos nutritivos principales (NPK) no se
observan diferencias estadisticamente significativas, debido principalmente a
que no se introducen en el suelo grandes cantidades de ellos, puesto que el
valor como fertilizante de las vinazas de vino es escaso en estos nutrientes.
Con respecto a los demas macronutrientes, tampoco se observan diferencias
estadisticamente significativas. Por el contrario si existen diferencias en los
micronutrientes, sobre todo en Fe y Cu. Estas diferencias aumentan
segun se incrementa la dosis de tratamiento. No se observa que estos
valores puedan ser perjudiciales, pero este hecho debe de tenerse en
cuenta si se van a aplicar estos subproductos de forma continuada.

Influencia de la biodesinfeccion en la planta. Para estudiar el efecto de la
biodesinfeccion en la planta, se cultivaron en los suelos biodesinfectados
tomates cv Marmande, sensibles a los nematodos del género Meloidogyne
utilizando las mismas muestras recogidas el 4-4-2006. Se levantaron las
macetas con las plantas después de un mes y tres dias, los resultados se
recogen en la Tabla 10.

Tabla 10. Efecto de la biodesinfeccidon en la planta de tomate cv Marmande, en
camara desde el 2-05-06 hasta el 5-06-06 (un mes y tres dias).

: indice Altura Peso (g) .
Tratamiento . i N° Hojas
Nodulacién (cm) Total Tallo Raiz
Testigo 0O a 1938 a 115 a 093 a 022 a 425 a
5 ml 0 a 1600 a 255 a 101 a 154 a 650 a
3ml 025 a 1875 a 261 a 080 a 182 a 450 b
1 ml 0 a 2050 a 200 a 093 a 107 a 467 a
Valor F 1,00 0,331 0,326 0,084 0,565 4,041

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma columna no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media.

No se observan diferencias estadisticamente significativas, por lo que se
considera que no hay ningun efecto negativo de las dosis de vinaza aplicadas
al suelo sobre las plantas. Se debe indicar que todas las plantas del testigo
murieron a los seis dias, considerandose que puede ser debido a la presencia
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de los nematodos del género Meloidogyne existentes. Se consideré que el
experimento era de interés o para estudiar el efecto fertilizante de las vinazas
de vino sobre las plantas (Tabla 10).

B. Experimento en suelo arcilloso y basico del Campo de Cartagena
(Murcia)

El suelo pertenecia a un invernadero con problemas de M. incognita del
término municipal de San Javier (Murcia), que habia sido cultivado con
pimiento. Se recogié la muestra el 4-4-2006, registrada con el n° 28002,
realizandose el experimento en laboratorio una vez tamizada y homogeneizada
la muestra. Se aplicaron las mismas dosis que en el experimento anterior, (5, 3
y 1 ml de vinaza de vino), con cuatro repeticiones de cada tratamiento y del
testigo.

Influencia de la biodesinfeccién en los nematodos del suelo. Con fecha 4-
5-2006, acabado el experimento, se observa que en ninguna de las
repeticiones de los tres tratamientos hay fenédmenos de anaerobiosis. Los
resultados nematoldgicos se recogen en la Tabla 11.

Tabla 11. Influencia de la biodesinfeccion en los nematodos del suelo mantenido a
30 °C, Campo de Cartagena (Murcia). (Indiv. vivos 100 cc™ suelo)(*).

Tratamiento  Meloidogyne (J2) Rabditidos Dorildimidos Enquitreidos

Testigo 1 a 7 a 0 a 1 a
5 ml 7 b 16 b 0 a 2 a
3ml 3 a 12 ab 1 a 1 a
1mi 1 a 7 a 2 a 3 a
Valor F 5,526 3,543 1,714 1,000

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma columna no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media.

En la Tabla 11 se muestran los resultados de las poblaciones de nematodos
del suelo inmediatamente después de finalizada la biodesinfeccion. Se
observan poblaciones de J2 del nematodo fitoparasito Meloidogyne en las
dosis mas altas (5 ml) aumentando las poblaciones de rabditidos en las
dosis mas altas (5 y 3 ml) y los tratamientos no presentan diferencias en
relacion con los dorilaimidos y enquitreidos.
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Influencia en la fertilidad del suelo. Se ha estudiado la fertilidad del suelo en
la muestra recogida el 4-4-2006 para valorar los parametros que nos dan a
conocer la influencia de la biodesinfeccion en la fertilidad del suelo. Los

resultados se recogen en la Tabla 12.

Tabla 12. Influencia de la biodesinfeccion en la fertilidad del suelo (*).

1mi 3ml 5 ml Testigo Valor F
MO (%) 3,02+0,04 a 3,11£0,08 a 3,06+£0,12 a 3,12+ 0,06 a 0,770
pH 761+0,03 a 765+0,04 a 7,72+0,02 b 7,64+0,02 a 5,710
CE (mS/cm) 232:0,18 a 3,05+£0,18 b 252+0,12 a 3,00£0,05 b 9,980
- Ciotat 17,500,225 a 18,00£0,50 a 17,70x0,70a 18,05+£0,35 a 0,729

4
o Niotar 14910,16 a 1,44£0,12 a 1,40£0,07 a 215+£0,05 b 29,494
P,0s 0461001 ¢ 0,48+0,00 c 0,44+£0,02b 0,40+0,00 a 21
K* 1,29+0,02 a 1,31£0,04 a 1,29+ 0,05 a 1,28+£0,04 a 0,252
Ca** 375+005 a 3,71+0,05 a 3,64 +£0,08 a 3,63+0,07 a 1,844
Mg2+ 092+0,02 a 0,93+0,03 a 0,91+0,05a 0,91+0,05 a 0,173
Na* 0,72+0,02 a 0,75+0,03 a 0,74+0,03 a 0,76 £ 0,05 a 0,6
2 Fe 18,75+0,88 a 2125+225 a 2050+1,00a 19,75+1,25 a 1,47
g Mn?* 5575+1,88 a 57,00+1,50 ab 60,75+2,13b 58,50+ 2,50 ab 2,508
Cu 415+080 b 3,23+£0,29 a 3,30+0,15a 3,48+£0,09 ab 2,535
Zn 6,250,173 a 6,28+0,24 a 6,78+0,16 b 6,70£0,20 b 4,436

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma fila no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.

En la Tabla 12 se recogen los resultados del analisis quimico de los suelos
después de haber realizado la biodesinfecciéon. No se observan diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la materia organica. Quizas en
este caso no se observe debido a que los contenidos en ella sean menores que
en Villa del Prado. Con respecto a los niveles de elementos principales en
este caso se observan diferencias estadisticamente significativas en el
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Niotat Y €n P20s5, que disminuyen. Los valores de Nt disminuyen segun se
aumenta la dosis, lo cual nos hace suponer de nuevo que las vinazas de vino
ayudan a mineralizar los compuestos organicos. El valor del P,05 parece Iégico
que disminuya, puesto que en los procesos de biodesinfeccion lo que se
pretende es que los gases resultantes de la descomposicion de la materia
organica sean los que actuen, para ello es necesario que se reproduzcan los
microorganismos del suelo que necesitan y consumen fosforo. En los demas
macroelementos, no se observan diferencias estadisticamente significativas. Al
igual que ocurria en Villa del Prado (Madrid) se observan algunas diferencias
estadisticamente significativas, que son bajas. Estas diferencias se deben a
que este tipo de enmiendas aportan aunque sea en pequenas cantidades,
microelementos que pueden llegar a ser interesantes cuando sean escasos
sus niveles en suelo. Lo mismo ocurria en el caso de Villa del Prado (Madrid) el
incremento de metales pesados en suelo no presenta valores perjudiciales.
Ademas hay que destacar que en este caso diminuyen los niveles de Zn, que
se pueden deber al aumento del pH o que se formen complejos al reaccionar el
Zn con las vinazas.

Influencia en la planta. La influencia de la biodesinfeccion sobre la planta se
determina cultivando tomates cv Marmande en los suelos biodesinfectados.
Los resultados se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Influencia de la biodesinfeccion en la planta tomate cv Marmande en
camara desde el 5-5-2006 hasta el 5-6-2006 (1 mes) (*).

. - Altura Peso (g) .
Tratamiento Indice (cm) Total Tallo Raiz N° Hojas
Testigo 0 a 11,0 a 1,11 a 1,0 a 0,12 a 85 a
5ml 0 a 12,63 a 0,66 a 0,54 a 0,13 a 6 a
3 ml 0 a 12,25 a 1,07 a 0,97 a 0,10 a 7 a
1ml 0 a 16,13 a 1,05 a 0,94 a 0,12 a 6,25 a

Valor F 1,000 0,927 0,394 0,506 0,061 1,855

(*) DMS: diferencia minima significativa. Misma letra o letras en la misma columna no
manifiestan diferencias significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la media.
No se observan diferencias estadisticamente significativas, por lo que se

considera que no hay ningun efecto negativo de las dosis de vinaza aplicadas
al suelo sobre las plantas.

C. Experimento en suelo arenoso y basico del El Perell6 (Sueca,

Valencia). Se estudian suelos de dos invernaderos de cultivos horticolas,
pertenecientes a la Cooperativa Unié Protectora de’l Perelld, en los cuales se
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confirmé la presencia del nematodo formador de nodulos del género
Meloidogyne. Se pretende de determinar cuadl es la influencia sobre el suelo de
diferentes subproductos de la industria alcoholera como son: vinazas de lias,
de piquetas y de vino, asi como los residuos soélidos que se originan como
consecuencia de las diferentes decantaciones a que se someten los sustratos
liquidos a partir de los cuales se va a obtener alcohol vinico en la industria
alcoholera. En un primer experimento se comparan los subproductos liquidos a
una misma dosis (5 ml) y en un segundo se comparan liquidos con solidos a
distintas dosis.

C.1. Experimento en el efecto de los subproductos liquidos en
suelo. El experimento se inicia el 2-2-2006 y termina con fecha de 1-3-2006
(27 dias). Se analiza a continuacion la influencia de los subproductos liquidos
sobre los nematodos (Tabla 14), la planta (Tabla 15) y la fertilidad del suelo
(Tabla 16).

Influencia de la biodesinfeccion en los nematodos del suelo. No se
observé en ninguna de las repeticiones de los tres tratamientos que hay
fendmenos de anaerobiosis. Los resultados nematoldgicos se recogen en la
Tabla 14.

En los tratamientos con 5 ml de los tres subproductos: lias, piquetas y
vinaza de vino en 500 g de suelo se produce un control total sobre los
juveniles de Meloidogyne con relaciéon al testigo, disminuyendo los
dorilaimidos, rabditidos y enquitreidos.

Tabla 14. Influencia de la biodesinfeccion en los nematodos del suelo mantenido
a 30 °C, El Perell6 (Sueca, Valencia). (Indiv. vivos 100 cc™ suelo) (*).

: Meloidogyne (J2) ” I .
Tratamiento v M Rabditidos  Dorilaimidos  Enquitreidos
Testigo 305 b 6 a 18 b 78,5 b 45 b
5 mlvin. lias 0 a 385 ¢ 3 a 4,5 a 1 a
5 ml vin. piqueta 0 a 2 b 0 a 1 a 1 a
5 ml vin. vino 0 a 2 b 0 a 15 a 1 a
Valor F 21,023 12,090 19,047 42,429

(*) V= vivos; M = muertos DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la
misma columna no manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las
cifras corresponden a la media y a la desviacion de la media.
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Influencia en la planta. La influencia de la biodesinfeccion sobre la planta se
determina cultivando tomates cv Marmande en los suelos biodesinfectados.
Los resultados se detallan en la Tabla 15.

Tabla 15. Influencia de la biodesinfeccion en la planta tomate cv Marmande en
camara desde el 3-3-2006 hasta el 6-4-2006 (1 mes) (*).

, Altura Peso N°
Tratamiento Indice () .

(cm) Total Tallo Raiz  Hojas
Testigo 5 b 98 a 044 a 037 a 007 a 675 b
5 mlvin. lias 4 a 938 a 047 a 042 a 005 a 675 b
5 ml vin. piqueta 3 a 98 a 065 a 052 a 013 a 7 b
5 ml vin. vino 325 a 1125 a 07 a 06 a 01 a 425 a
Valor F 2,627 0,688 1,225 1,624 1,297 7,33

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma columna no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.

No se observan diferencias de los diferentes tratamientos en la planta,
salvo en el caso de la vinaza de piquetas, donde algunos de los
parametros estudiados son ligeramente superiores, aunque se observa en
el indice de nodulacion en raiz diferencias significativas que es mayor en el
testigo.

Influencia en la fertilidad del suelo. Se estudia la influencia de los diferentes
tratamientos sobre la fertilidad del suelo en la muestra utilizada en el
experimento de biodesinfeccion en comparacién con el testigo. Los resultados
se recogen en la Tabla 16.

Los resultados de fertilidad quimica para el experimento realizado en suelo de
El Perell6 (Sueca, Valencia), en el que se aplica la misma dosis (5 ml) pero
diferentes subproductos de la industria alcoholera, se encuentra que las
vinazas de lias son las unicas que presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto al testigo en la mayoria de parametros
estudiados y en especial de N, K*, Ca®*, Na*, Mn?**. Como se ha comentado
en los experimentos anteriores, se puede observar que la vinaza de vino
disminuye la materia organica, aunque no se observan diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo las vinazas de lias aumentan los
contenidos de materia organica de suelo, resultado que es bastante coherente
debido a su composicién, que es mucho mayor en materia organica con
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respecto a los demas subproductos, en el caso del pH todos los subproductos

utilizados lo incrementan.

Tabla 16. Influencia de la biodesinfeccion en la fertilidad del suelo (*).

Piquetas 5 mi Vino 5 mi Lias 5 ml Testigo Valor F
MO (%) 1,35+0,04a 1,32+ 0,03a 1,44+0,01 b 1,36 £ 0,05 a 4.364
pH 8,09 £0,05b 8,11£0,03b 8,14+0,02 b 8,01+0,02 a 6,063
CE 0,34 +0,02ab 0,32+0,01a 0,36+0,01 b 0,34+0,02 ab 3,197
mS/cm
Cootal 7,83+0,23a 7,65+0,18a 8,35+0,08 b 7,88+0,29 a 3,927
Nt 0,71%0,03a 077+005a  094+009b  082+003a 6,661
P,05 0,65+0,01a 0,67+0,01a 0,66+0,01 a 0,74+0,01b 39,430
D K" 0,089 +£0,00b 0,073+£0,00a 0,11+£0,00 c 0,07 +£0,00 a 56,290
L ca* 2,77 £0,05ab 2,72+0,04a 2,80+0,04 b 283+0,03b 3,104
!{VIg2 0,19+0,01a 0,18+ 0,01a 0,19+0,01 a 0,20+£0,01 a 0,917
Na* 0,06 £0,0a 0,06 £0,0a 0,07+£0,0 b 0,06+0,0 a 1,319
Fe 182,50 £ 9,50b 169,0 £ 8,50 b 227,020 c 115,00£4,0 a 97,959
o Mn? 53,25+0,88ab 52,25+1,25a 57,25+0,38 ¢ 54,75+0,75 b 15,133
% +
= Cu 8,09+ 3,56a 9,58 +0,09a 10,00 £0,20 a 943+0,18 a 0,478
Zn 19,05+ 0,45a 18,70+0,35a 20,13+0,19 b 20,05+0,25b 9,868
CcCo;* 2355+31,50a 292,8+20,88bc 251,8+24,63 ab 310,0+£6,0c 4,941
gkg
% CaCO; 3,06 £ 0,09a 341+0,09b 331+£0,19 b 3,69+0,06 c 11,698

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma fila no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.

La conductividad eléctrica es muy similar en todos los tratamientos,
observandose la misma tendencia de disminucidn que ocurre en los
demas experimentos cuando se utilizan vinazas de vino. Con respecto a
los elementos nutritivos principales cabe destacar, que al igual que ocurre en
otros experimentos disminuye el contenido en P;05 con todos los

subproductos utilizados, debido principalmente al aumento de Ila
actividad biolégica. De los demas macronutrientes se observa que las
vinazas de vino y en cierta medida las de piquetas disminuyen los contenidos

en Ca®" y a su vez en COs* y CaCOj3 con respecto al testigo. En referencia a los
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micronutrientes, se observan principalmente diferencias estadisticamente
significativas con respecto al testigo en los niveles de Fe, lo cual nos indica
que este tipo de enmiendas son aptas para la restitucion en los suelos que
tienen altos contenidos en calcio, como puede ser el suelo en el que se ha
realizado este experimento. Al igual que ocurre en otros experimentos aumenta el
contenido en Zn, por lo que se deben tomar precauciones cuando este tipo de
enmiendas vayan a realizarse frecuentemente.

C.2. Experimento comparativo sobre el efecto de los subproductos
liquidos con los soélidos en suelo. Se hace un estudio comparativo de la
influencia de la biodesinfeccion, de los diferentes subproductos liquidos y
sélidos la biodesinfeccion con dosis de 1% y 0,5% de vinaza de vino liquida y
de 5 gy 2,5 g de vinaza solida sobre los nematodos (Tabla 17) planta se
observa cultivando planta de tomate cv Marmande sobre suelo biodesinfectado
de las muestras con n°® de registro 28439-28455. Los resultados se detallan en
la Tabla 17.

Se observan diferencias significativas en el numero de juveniles de
Meloidogyne muertos en todos los tratamientos con relaciéon al testigo,
incrementandose significativamente en los tratamientos con vinaza sélida
en las dos dosis (5 y 2,5 g), el numero de rabditidos, dorilaimidos,
monoénquidos y enquitreidos.

Tabla 17. Estudio de la influencia de la biodesinfeccion con diferentes
subproductos liquidos y soélidos en los nematodos del suelo
sometido a 30 °C, El Perellé (Sueca, Valencia). (Indiv. 100 cc™ suelo)

(*)-

Meloidogyne  porilaimid Rabditidos Monénquido Enquitreidos

Tratamiento

M osV Vv sV Vv
Liquida 1% 7 a 81 b 1 a 57 a 5 a 33 a
Liquida0,5% 35 a 69 c 6 a 28 ab 1,75 a 175 a
Sdlida5g 4 a 552 b 296 b 256 ¢ 4,4 a 2064 b
Sélida2,5¢g 11,2 a 904 c 46,4 c 100,8 b 144 b 164,8 b
Testigo 45 b 10 a 5 a 12 a 2 a 10 a
Valor F 19,236 14,863 10,538 42,276 15,614 25,107

(*) V=vivos; M = muertos. DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la
misma columna no manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las
cifras corresponden a la media y a la desviacién de la media.
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Influencia en la planta. La influencia de la biodesinfeccion en la planta se
determina cultivando tomates cv Marmande en los suelos biodesinfectados.
Los resultados se detallan en la Tabla 18.

Tabla 18. Influencia de la biodesinfecciéon con vinaza de vino liquida al 1% y 0,5%
y vinaza sélida 2,5 g y 5 g en la planta desde el 15-9-2006 hasta el 10-

10-2006 (*).
Tratamiento indice Altura Peso (g) N° Hojas
(€m)  Total Tallo Raiz
Liquida 1% 5b 10,5 a 1,43 a 1,04 a 04 b 75 a
Liquida 0,5% 3,75 a 10,63 a 1,26 a 0,96 a 0,29 ab 7,75 a
Sdlida5g 425 a 11,75 a 1,23 a 1,02 a 0,21 a 7,75 a
Sdlida2,59g 3,75 a 115 a 1,18 a 0,92 a 0,28 ab 7,75 a
Testigo 6,75 ¢ 10,5 a 1,30 a 1,02 a 0,27 ab 7,75 a
Valor F 13,5 0,948 0,402 0,176 1,415 0,075

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma columna no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.

Se observa una reduccion del indice de nodulacion de Meloidogyne en todos
los tratamientos con relacion al testigo, especialmente en las vinazas sélidas,

aunque no aparece impacto significativo sobre la planta.

V.3. Determinacion de la actividad biodesinfectante en campo

Las biodesinfecciones se centran en dos experimentos de cultivos horticolas
bajo invernadero en El Perellé (Sueca, Valencia) para el control de M. incognita
(V.3.1) y en vifiedos con el fin de determinar el efecto sobre el X. index en la
localidad de Socuéllamos (Ciudad Real) donde se vienen aplicando vinazas
desde hace varios anos vinazas (V.3.2).

V.3.1. Cultivos horticolas (El Perelld, Valencia). Se estudia en
unos invernaderos pertenecientes a una cooperativa de la zona, dedicado a
los cultivos horticolas, la posible influencia sobre los nematodos formadores
de nodulos del género Meloidogyne durante dos épocas diferentes: A.
Invernadero |, se aplica durante el verano y B. Invernadero |l, al final del
verano, cuando empiezan a descender las temperaturas.
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A. Invernadero I: aplicacion de vinaza durante el verano. Se elige un suelo
cultivado anteriormente con pepinos, donde se confiirmd la presencia de M.
incognita mediante muestreos realizados el 2-8-2006 a dos profundidades 0-15 cm
y >15 cm (Anexo: Tabla 1). La parcela se divide en tres subparcelas donde se
incorpora la vinaza de vino a las dosis de 4 I/m? (V4), 2 I/m? (V2) y una tercera
parcela que se somete a un tratamiento de solarizacion, con el fin de comparar los
tratamientos. Al mismo tiempo que se realiza la extraccion de nematodos, se
cultiva en 200 g de suelo planta de tomate cv Marmande desde el 18-8-2006
hasta el 18-9-2006 en camara a 24 °C, sobre el mismo suelo de las muestras de
campo que fueron registradas con los n®® 28407-28739, con el fin de confirmar la
presencia de Meloidogyne a través del indice de nodulaciéon en raices. Una vez
realizada la biodesinfeccion y colocado un plastico de 150 galgas en toda la
superficie para someter el suelo no solo al tratamiento de biodesinfecciéon sino
complementarlo con la solarizacion aprovechando las temperaturas elevadas del
mes de agosto (Anexo: Fig. 1).

Influencia de la biodesinfeccién y solarizacion en los nematodos del
suelo. Se muestrea el 30-8-2006 para poder evaluar la influencia de los
tratamientos en el suelo. Se recogen las muestras que seran registradas con
n°® 28508-28539 y se realiza la extraccion de nematodos. Los resultados se
detallan en la Tabla 19 (Anexo: Tabla 2).

Tabla 19. Influencia de la biodesinfeccién y solarizaciéon en los nematodos del
suelo. El Perellé (Sueca, Valencia). (30-8-2006). (Indiv. 100 cc™ suelo)

(%)

Tratamiento Meloidogyne (J2) Dorilaimidos Rabditidos Monénquidos  Enquitreidos
M v M v M v M v

Muestreo 0-20 cm

4 lm? 05 a 2 a 4 a a 5 a 6 a 4 a 0 - 1 a
2 lm? 0O0a 4 a 6 a 3 a 7 a 5 a 1 a 0 - 1 a
Solarizacion 0 a 12 b 5 a 12 a 16 b 7 a 1 a 0 - 0 a
Valor F 1,0 4,65 0,14 4,05 1,62 0,35 0,50 - 0,75
Muestreo 20-40 cm

41/m? 05 a 9 a 4 a 1 a 6 a 28 b 05 a 05 a 0 a
21m? 0 a 4 a 4 a 2 a 9 a 8 ab 2 a 1 a 0 a
Solarizacion 8 b 6 a 4 a 05 a 31 b 6 a 05 a 0 a 1 a
Valor F 0,94 0,86 0,05 10,94 341 0,364 0,53 0,72 1,0

(*) V= vivos; M = muertos DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la
misma columna no manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las
cifras corresponden a la media y a la desviacién de la media.
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En la Tabla 19 no se observan diferencias significativas entre los tratamientos
con vinaza y la solarizacién en el control de los nematodos del género
Meloidogyne.

Influencia de la biodesinfeccion y solarizacién en la planta. La influencia de
la biodesinfeccion sobre la planta se estudia cultivando planta de tomate cv
Marmande sobre suelo de las muestras recogidas el 30-8-2006 con n° de
registro 28508-28539, en camara durante un mes y tres dias. Los resultados
se recogen en la Tabla 20, no observandose diferencias significativas entre los
tratamientos con vinaza y la solarizacion sobre los parametros estudiados en
planta.

Después de los tratamientos se sembré repollo chino (Brassica juncea), puesto
que la cooperativa de El Perell6 ha introducido las verduras chinas como
alternativa en la rotacién durante el invierno. Tras dos meses de cultivo
(septiembre-octubre) se determinaron los indices de nodulacién (Fig. 20,
Anexo: Fig. 2), observando que estos son similares entre todos los
tratamientos. Sin embargo, los mayores indices se encontraron en la zona
testigo, donde se habia realizado solarizacién.

Tabla 20. Influencia de la biodesinfeccién y solarizacién en planta de tomate cv
Marmande, en camara durante un mes y tres dias desde el 31-8-2006
hasta el 3-10-2006 (*).

Altura Peso(g)

Tratamiento  indice i N° Hojas
(cm) Total Tallo Raiz

Muestreo 0-15 cm

4 1/m? 0,25 a 13,38 a 2,1 a 1,84 a 0,28 a 9,75 a

2 I/m? 050 a 1513 a 1,80 a 161 a 022 a 9 a

Solarizacion 0 a 15,66 a 1,40 a 1,24 0,16 a 9 a

Valor F 0,111 1,146 1,297 0,787 0,002 0,529

Muestreo >15 cm

4 lim? 1 a 1475 b 1,19 b 1,09 b 0,10 a 8 b
2 l/m? 0,5 a 12a 071a 063a 005a 65a
Solarizacion 0 a 11,37 a 081 a 073 a 009 a 6,75 ab
Valor F 1,8 12,986 8,832 10,745 2,579 4,043

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma columna no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.
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Testigo

Vino 4 I/m2
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X 2 2 0O 0 00O X|X X OOONOPRXIX O—~000 -~ X% X
Vino 2 I/m2

Figura 20. indices de nodulacién al final del experimento tras un ciclo de cultivo
de repollo chino (Brassica juncea).

Influencia de la biodesinfecciéon y solarizacion en la fertilidad del suelo.
De las muestras recogidas el 30-8-2006 se determinaron diferentes parametros
que nos permiten conocer la influencia de la biodesinfeccion en la fertilidad del
suelo. Los resultados de fertilidad después de la biodesinfeccion en campo, se
recogen en la Tabla 21. Se analizaron dos profundidades, para determinar si el
producto penetraba en profundidad o se quedaba en superficie. Se compararon
los tratamientos con un testigo al cual se realizdé solarizacidn, pero no se le
aportd ningun tipo de fertilizante. De mismo modo que ocurre en los
experimentos de realizados en laboratorio en condiciones controladas,
disminuyen la materia organica y la conductividad con respecto al testigo
solarizado, aunque en este caso no se observd ninguna diferencia en el pH.
En los datos de Ny Se oObserva una ligera tendencia a disminuir, segun se
aumenta la dosis, lo cual nos viene a confirmar que las vinazas ayudan a
mineralizar los compuestos organicos.
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Tabla 21. Influencia de la biodesinfeccién y solarizacién en la fertilidad del suelo.
El Perell6 (Sueca, Valencia).

Vinaza 4 I/m?

Vinaza 2 I/m?

Testigo solarizado Valor F

Muestreo 0-15 cm

MO (%) 2,04+£0,18 a 229+0,18 ab 249+0,17b 3,799

pH 7,8£0,01 a 7,82+0,07 a 7,80 £ 0,07 a 0,053

CE (mS/cm) 0,67 £0,07 a 0,76 £ 0,06 ab 0,78+ 0,03 b 3,719

Ciotal 11,82+ 1,03 a 13,26 £ 1,03 ab 14,44 + 1,00 b 3,799

g’ Niotal 1,05+0,45 a 1,53+0,11 ab 1,63+0,08 b 4,144

2 P05 1,06 £ 0,02 a 1,20+ 0,14 a 1,07+£0,10 a 1,408

K* 0,055 £ 0,004 0,053 +£0,01 a 0,06 £0,01 a 0,885

ca* 281+0,12 a 289+0,05 a 2,71+£0,06 a 2,403

Mg2+ 0,29+£0,01 a 0,31£0,02 a 0,29+0,01a 0,873

Na* 0,13+0,01 a 0,15+£0,02 ab 0,16+0,01b 3,685

g’ Fe 104,20+ 7,70 a 106,11 £2,49 a 105,13 £ 2,58 a 0,11

g’ Mn?* 39,09+1,78 a 39,14 +0,74 a 36,80 £ 0,69 a 2,994

Cu 5,71+£0,16 a 6,38£0,35 b 5,77+0,18 a 4,768

Zn 26,42 +£1,02 a 27,0+1,37 a 25,85+0,69 a 0,617
Muestreo > 15 cm

MO (%) 0,97+0,08 b 0,74+0,10 a 0,82 £ 0,09 ab 3,507

pH 8,06 £ 0,09 a 7,99+0,05 a 7,94 £ 0,05 a 2,179

CE (mS/cm) 0,51+0,00 a 0,50+0,01 a 0,56 £ 0,04 ab 3,833

Ciotal 560+£0,46 b 4,28 £ 0,57 a 4,75 £ 0,52 ab 3,507

Niotal 0,50+0,25 ab 0,70+£0,06 a 0,70 £ 0,06 2,957

g’ P,05 0,98+0,07 a 0,83+£0,13 a 0,87 £0,04 a 1,975

@ K* 0,036 £ 0,003 ab 0,033+£0,003 a 0,04 £ 0,002 b 4,968

ca* 2,53+0,07 a 265+0,03 ab 2,74+0,09b 6,127

Mg2+ 0,16 £ 0,01 a 0,16+ 0,00 a 0,18+0,01b 3,710

Na* 0,10+0,00 a 0,0+0,00 a 0,11 +£0,01 ab 4,301

g’ Fe 95,79+4,10 a 106,06 £ 2,67 a 110,40 £ 11,00 a 2,568

g Mn* 3154+£1,04 a 30,22+1,00 a 31,92+ 1,07 a 1,432

Cu 7,54 £1,54 a 6,99+0,88 a 9,75+3,27 a 1,260

Zn 22,41 +3,40 a 16,52+ 1,67 a 27,16+£9,19 a 2,121

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la

media y a la desviacion de la media.

letra o letras en la misma fila no
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B. Invernadero Il: aplicacién de vinaza al final del verano. Después de la
recoleccion de pepino (Anexo: Fig. 3), el 18-9-2006 se recogen muestras de
suelo a dos profundidades entre el horizonte A(0-20 cm) y B(20-40 cm),
realizandose en el laboratorio una extraccion de nematodos, asi como una
observacion de los indices de nodulacién de las raices en el propio invernadero
con el fin de confirmar la existencia de un problema nematolégico causado por
M. incognita. Entre 0-20 cm la media de juveniles de M. incognita esta entre 57-
91 por 100 cc de suelo y de 20-40 cm entre 13-64 juveniles por 100 cc de suelo
(Anexo: Tabla 3A, B).

Las muestras de suelo infestado de M. incognita, con los n° de registro 28600-
28619 que corresponden a la profundidad entre 0-20 cm y por otro lado las
muestras con n°® de registro 28620-28639 de profundidad entre 20-40 cm, se
cultivan en macetas con tabaco, algodén, pimiento sensible cv .Sonar, pimiento
resistente C-25, tomate resistente cv Eufrates, tomate sensible cv Marmande y
Cacahuete cv Florunner para determinar el biotipo (Apartado V.5, Tabla 32).

Influencia de la biodesinfeccion en los nhematodos del suelo. El 18-9-2006
se divide la parcela en cuatro subparcelas y se lleva a cabo la biodesinfeccidn
con unas dosis de 1 I/m? (V1), 2 I/m? (V2) y dos testigos T1 y T2. Después de
realizada la biodesinfeccion, el 11-10-2006 las muestras recogidas a dos
profundidades de 0-20 cm y 20-40 cm se registran con los n°® 28706 hasta el
n°® 28749. Se realiza por una parte la extraccion de nematodos en el
laboratorio, por otra los analisis de fertilidad y con 200 g del suelo restante se
cultiva tomate cv Marmande para observar la influencia del tratamiento sobre la
planta. Los resultados de todos los experimentos se detallan en la Tabla 22
(Anexo: Tabla 4 A, B). No se observan diferencias significativas, salvo en el
incremento del numero de rabditidos y enquitreidos de los suelos recogidos
entre 0-20 cm tratados con vinaza, los cuales presentan un mayor numero de
individuos juveniles de M. incognita en el testigo 1, esto también es similar en
las muestras pertenecientes a la profundidad entre 20-40 cm.
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Tabla 22. Influencia de la biodesinfeccion en nematodos del suelo. El Perello
(Sueca, Valencia) (Indiv. 100 cc™ suelo).

Meloidogyne  Dorilaimidos Rabditidos Monénquidos o
. Enquitreidos
Tratamiento
M v M ' M v M v

Muestreo 0-20 cm
2 lIIm? 217a 5 ab 265 b 0 a 71 ab 8 b 4 ab 0 a 24 b
1 I/m? 30a 36 ab 14 a 0a 46 a 5ab 13 ab 0 a 4 a
Testigo 1 116 b 6 b 25 b 2 b 545 ab 1 a 35 b 0 a 10 ab
Testigo2 18,3 a 1a 15 a 0 a 61 b 3 a 25 a 0 a 5 ab
Valor F 4925 2,006 5,077 3,63 1,223 1,871 2,226 1,000 2,293

Muestreo > 20 cm

2 I/m? 5a 14 b 1 a 2ab 35 ab 8b 3 a 1 a 24 b
1 l/m? 12 a 2 a 13a 3b 27 a 5 ab 3 a 3 a 4 a
Testigo 1 97 b 9ab 11 a 0 a 41 ab 1 a 3 a 0 a 10 ab
Testigo 2 7a 3 a 10 a 0 a 48 b 3 a 12 0 a 5 ab

Valor F 6,245 5,840 0,848 5,787 2436 3,683 0,923 1,096 2,293

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma fila no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.

Influencia en la planta. La influencia de la biodesinfeccion sobre la planta se
observa cultivando tomate sensible cv Marmande en macetas sobre suelo
muestreado el 11-10-2006, después de haberse realizado la biodesinfeccion.
Los resultados se recogen en la Tabla 23.

Segun los resultados de la Tabla 23, no se observan diferencias significativas
salvo que el indice de nodulacion por nematodos formadores de nddulos del
geénero Meloidogyne es mayor en el testigo 1 en las muestras recogidas entre
0-20 cm.

Después de la biodesinfeccion se cultivé apio, examinando las raices de 32
plantas por tratamiento dos meses después de haber sembrado el apio,
encontrandose que el tratamiento con 2 I/m? de vinaza presenta un indice de
nodulacién medio de 4,9 frente a un indice de 5,2 en el tratamiento con 1 I/m?
de vinaza y un indice de 6,5 en el testigo 1, presentando el testigo 2 un indice
de 4,3 puesto que las poblaciones originales eran mas bajas que el resto de las
subparcelas. (Fig. 21, Anexo: Fig. 4).
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Tabla 23. Influencia de la biodesinfeccidon en planta de tomate cv Marmande en
camara desde el 16-10-2006 hasta el 6-11-2006.

Tratamiento N indice” Altura Peso (9) N° Hojas
odulacion (cm) Total Tallo Raiz
Muestreo 0-20 cm
2 lI/m? 3 a 165 a 216 a 17 a 04 a 83 a
1 1Im? 25 a 186 a 211 a 16 a 05 a 82
Testigo 1 43 a 16,7 a 21 a 1,7 a 0,3 a 10
Testigo 2 1,7 a 16,6 a 19 a 1,7 a 0,3 a 9,3 ab
Valor F 1,286 0,823 0,087 0,149 1,75 3,31
Muestreo 20-40 cm
2 I/m? 1,7 a 15,6 a 1,60 a 1,29 a 129 a 7,25 a
1 I/m? 2 a 16,3 a 1,93 a 15 a 1,56 a 8,66 b
Testigo 1 3 a 16,7 a 218 a 163 a 163 a 925 b
Testigo 2 1,7 a 17,7 a 204 a 160 a 1,60 a 925 b
Valor F 1,141 1,12 1,116 0,983 1,833 6,581

(*) DMS: diferencia minima significativa. La misma letra o letras en la misma columna no
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (a =0,05). Las cifras corresponden a la
media y a la desviacion de la media.

T1 V1 I/m?
33| 6 34| 6
15 T 16| 8 31| 8 32| 8 23| 9 24| 8 32| 6
13| 7T 14| 8 29| 6 | 7 211 9 22| 8 31| 7
1| 4 120 7 27| 7 28| 9 19| 9 20| 8 30| 8
9| 6 10| 9 25| 6 2| 7 17| 9 18| 8 20| 7
71 8 8| 8 23| 7 24| 6 15| 7T 16| 8 28| 3
5| 5 6| 7 21| 6 2| 8 13| 7 14| 6 27| 3
3] 3 4] 5 19| 6 20| 7 1m| 7 120 7 26| 6
111 2] 7 17| 4 18] 7 9| 6 10| 5 25| 6
V2 I/m? T2
15 7T 16| 8 3| 4 32| 5 15| 6 16| 7 31| 6
13| 8 14 7 2| 5 30| 4 13| 2 14| 5 20| 4
11 6 12| 8 27| 3 28| 7 11 6 121 5 27| 5
9| 6 10| 5 25| 1 2| 7 9| 6 10| 7 25| 6
71 5 8| 5 23| 2 24| 4 7| 7T 8| © 23| 5
5] 5 6| 5 21| 3 2| 5 5| 6 6| 6 21| 4
3| 4 4| 4 19| 2 20| 6 3| 6 4| 5 19 7
11 5 2| 3 17] 3 18| 4 11 4 2| 5 17| 6

Figura 21. indices de nodulacion al final del experimento después de apio.
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V.3.2. Viiedo (Socuéllamos, Ciudad Real). Se realiza un estudio sobre
un videdo convencional, donde se vienen aplicando vinazas de vino durante
los ultimos cinco afos, en la localidad de Socuéllamos (Ciudad Real), que
presentaba sintomas de fanleaf (GFLV) y donde la produccion estaba
destinada a la elaboracién de alcohol. El tratamiento con vinaza de vino era
pura y se aplicé durante cada mes por goteo entre calles. Se muestreo este
vifedo el 30 de mayo de 2006, en distintos puntos del vifiedo tanto cerca de la
cepa como en las calles a una profundidad de 0-20 cm. Se tomd6 como testigo
una finca proxima en la que no se habia realizado ningun tipo de tratamiento
(Fig.22). Las muestras recogidas del vifiedo convencional, se registraron con el
n° 28175, otras dos muestras de la zona donde se habia aplicado vinaza, una
alrededor de la cepa n° 28176 y otra en la calle n°® 28177. El 12-9-2006, se
realiza un nuevo muestreo que corresponde a las muestras n°® 28557-28569, a
una profundidad de 0-20 cm. Se observé que el suelo era arenoso, de
compactacion baja, humedo y de color rojizo. Se estudié la influencia sobre los
nematodos y la fertilidad del suelo.

VINEDO TESTIGO VINEDO REGADO CON VINAZA

‘E I Cepa 1
i . Calle 1 O

Testigo 1

0B o | Y
O O
O O Q O pem O
O O O |0 O
O 00|00
Testigo 4 Q Q
0 00 | mm =

ramal goteo

Marco 1,5x3 m
Marco 1,5x3 m

Figura 22. Puntos de muestreo en el viiiedo de Socuéllamos (Ciudad Real)
tratado con vinazas de vino pura durante cinco afios y en un vifiedo
testigo.
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Influencia de la biodesinfeccion en los nematodos del suelo. En las
muestras recogidas el 6-6-2006, se realiz6 una primera extraccion por
Baermann a partir de una muestra media (Tabla 24) y una segunda por
centrifugacion de las cuatro repeticiones de cada tratamiento (Tabla 25). En las
muestras del segundo muestreo, el 12-9-2006 solo se extrajeron por

centrifugacion (Tabla 26).

Tabla 24. Nematodos en suelo de Socuéllamos (Ciudad Real) (6-6-2006). Extraccion

por Baermann (Indiv. 200 cc).

Muestra X.index Dorildimidos Rabditidos Enquitreidos
28175 6 14 12 2
28176 0 18 12 2
28177 0 12 114 4

Tabla 25. Nematodos en suelo de Socuéllamos (Ciudad Real) (6-6-2006)
Extraccion por centrifugacion (Indiv. 100 cc™ suelo).

Muestra X.index Dorilaimidos Rabditidos Enquitreidos
28175 Testigo
1 0 2 4 0
2 0 4 8 0
3 0 0 4 0
4 0 0 4 0
Media 0 2 5 0
28176 Cepas parcela regada con vinaza
1 0 4 22 0
2 0 2 18 0
3 0 4 46 0
4 0 0 48 0
Media 0 3 34 0
28177 Calles parcela regada con vinaza
1 0 20 216 14
2 0 28 484 16
3 0 10 516 24
4 0 10 558 12
Media 0 17 444 17

Se observa, poblaciones altas de X. index en el vifiedo convencional, que solo
aparece en las extracciones por Baermann (Tabla 24). En las muestras
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extraidas por centrifugacion se observa un incremento de dorildimidos,
rabditidos y enquitreidos en las areas tratadas con vinaza, especialmente en
las calles (Tablas 25 y 26). En el muestro realizado el 12-9-2006, en las
extracciones por centrifugacion solo aparece X. index en una muestra de la
cepa mas alejada del inicio del ramal del riego, en el area donde se aplicé
vinaza de vino, apareciendo también en esta zona M. arenaria en todas las
muestras, observandose por otro lado un incremento de dorilaimidos, rabditidos
y enquitreidos en la zona donde se aplicd la vinaza. Solo aparecieron
Criconemoides en una muestra del vifiedo testigo.

Tabla 26. Nematodos en suelo de las muestras n°® 28557-28569, Socuéllamos
(Ciudad Real)(12-9-2006) Extraccion por centrifugacion (Indiv. 100 cc™
suelo).

Tratamiento X.index M. arenaria Criconemoides Dorilaimidos Rabditidos Enquitreidos

Vinaza 1 0 0 0 4 52 14
2 0 0 0 2 28 8
3 0 0 0 2 28 32
4 0 0 0 20 16 48
Media 0 0 0 7 31 25,5
Cepa 1 0 4 0 0 20 0
2 0 2 0 4 22 2
3 0 8 0 4 6 0
4 1 56 0 4 12 2
Media 0,25 171 0 3 15 1
Testigo 1 0 0 0 4 6 0
2 0 0 2 4 8 2
3 0 0 0 0 18 2
4 0 0 0 8 10 2
Media 0 0 0,25 4 10,5 1,2

Influencia en la fertilidad del suelo. Al mismo tiempo que se preparan las
muestras para la extraccion de nematodos se separa una parte para dejarla
secar y determinar los parametros que nos indiquen el efecto de las vinazas
sobre la fertilidad del suelo. Los resultados se detallan en la Tablas 27 y 28.

Se observa en la Tablas 27 y 28, que se produce en los tratamientos con
vinazas, cuando se aplican de forma continuada, un incremento de la materia

organica, conductividad eléctrica, Ny, P20s, K, Mg?*, Na*, Fe, Cu y Zn,
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disminuyendo el pH, Ca** y Mn?*. Se observa ademas que la acumulacién se
produce en el inicio del ramal de goteo, siendo menores los valores segun se

avanza por este.

Tabla 27. Influencia en las caracteristicas y macronutrientes de los tratamientos
con vinaza, muestras recogidas el 12-9-2006 (Socuéllamos, Ciudad

Real).
Tratamiento MO% pH CE glkg
mS/em  C  Ngw P05 K' Ca®* Mg® Na'
Vinaza 1 3,95 6,58 1,33 22,90 3,01 0,95 1,91 2,09 0,23 0,046
2 327 6,04 1,17 19,00 3,13 0,70 1,39 1,79 0,21 0,033
3 265 683 0,77 1540 2,04 0,60 0,77 1,88 0,21 0,022
4 1,72 7,28 0,78 10,00 1,34 0,90 1,10 3,02 0,15 0,026
Cepa 1 0,43 8,03 0,23 2,50 0,36 0,08 0,40 1,47 0,07 0,008
2 0,61 7,65 0,25 3,50 0,46 0,17 0,47 165 0,08 0,006
3 043 7,60 0,25 2,50 0,28 0,07 040 1,56 0,08 0,006
4 043 7,77 0,27 2,50 0,36 0,11 040 2,15 0,08 0,008
Testigo 1 0,86 7,90 0,24 500 0,46 0,09 0,34 3,52 0,2 0,006
2 0,74 794 0,19 430 0,44 0,07 0,30 3,03 0,11 0,009
3 067 787 0,21 3,90 0,46 0,10 0,32 290 0,2 0,009
4 080 7,84 0,19 4,60 0,46 0,08 0,30 2,53 0,18 0,008

Tabla 28. Influencia en los micronutrientes de los tratamientos con vinaza,

muestras recogidas el 12-9-2006 (Socuéllamos, Ciudad Real).

Tratamiento mg/kg
Fe Mn* Cu 2Zn
Vinaza 1 279 14 6,9 7,2
2 229 12 7,3 6,0
3 145 15 4,5 52
4 51 23 3,0 3,0
Cepa 1 10 39 1,1 0,8
2 12 19 1,1 1,2
3 10 58 1,1 1,0
4 10 32 1,0 0,7
Testigo 1 11 57 1,3 0,5
2 11 62 1,4 0,5
3 12 65 1,3 0,5
4 13 63 1,4 0,6
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V.4. Determinacion del indice de madurez

La vinaza es el residuo de la industria alcoholera dedicada principalmente a la
destilacion de vino de baja calidad para la obtencion de alcohol vinico como
producto principal. Se trata de un producto con elevado porcentaje de agua, y
un alto contenido en nutrientes, materia organica y sales solubles (Tabla 29).
En este apartado se va a determinar la posible fitotoxicidad de las vinazas de
vino. Para ello se ha puesto a punto la metodologia para la realizacion de
ensayos de germinacion y para la determinacion de la actividad biologica del
suelo sometido a la accion de la vinaza, que se recogen en el Apartado V.5,
que se emplearan una vez establecidas las dosis Optimas en campo.

Tabla 29. Composiciéon quimica de la vinaza de alcoholera utilizada.

Parametro Vino Lias
pH 3,61 4,75
Niotar /1 0,12 0,56
P.Os g/l 0,21 0,36
K* g/l 0,73 1,97
Ca* gl 0,04 0,84
Mg?* gl 0,08 0,15
Na* g/l 0,06 0,21
Clgll 0,10 0,14
CE dS/m 2,87 2,87
Sal g/l 1,50 e
Pb mgl/i 0,88 0,57
Zn mg/l 0,35 0,91

Ensayos de germinacion. Para comprobar las vinazas utilizadas en este
trabajo pueden provocar efecto fitotoxico para las plantas cultivadas se
desarrolla un método que nos permite determinar de un modo rapido el posible
efecto fitotoxico. Tal método consiste en poner a germinar 10 semillas de berro
(Lepidium sativum L.) con cuatro repeticiones en camara a temperatura de
24°C +1 °C durante tres dias, los tratamientos consistieron en aplicar 5ml de las
diluciones de vinaza de vino a las concentraciones de 1, 3 y 5% y un testigo
doénde se utilizé agua destilada. Las semillas fueron puestas a germinar el 3-2-
2006 y se realizaron las observaciones el 7-2-2006, determinandose el
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porcentaje de germinacion, ademas de la longitud de la radicula de cada planta
germinada, cuyos resultados se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30. indice de germinacién de las semillas después de realizar los
experimentos con diferentes diluciones de vinaza en condiciones
controladas de laboratorio.

. Plantas % Longitud indice de
Tratamiento . . .. . . ..
germinadas Germinacion media Germinacion%
Testigo 8 80 21 57
1% 6 60 15 43
3% 6 60 15 43
5% 5 50 15 36
o Plantas germinadas @ % Germinacion
) 20
8 80
7 A 70 4
6 1 60 -
5 4 50 4
4 40
3 30 -
2 4 20 4
14 10 4
0 : : : 0 : : :
Testigo 1% 3% 5% Testigo 1% 3% 5%
@ Longitud media @ indice de Germinacién %
25 60
20 1 501
40
15 4
30 -
10 4
20 -
51 10 4
0 : : : 0 : : :
Testigo 1% 3% 5% Testigo 1% 3% 5%

Figura 23. Valores de porcentaje de germinacion, longitud media de radicula e
indices de germinaciéon de plantas de Lepidium sativum L tratadas
con progresivas concentraciones de vinaza de vino.

Los resultados del test de fitotoxicidad muestran un ligero efecto depresivo de
la aplicacidon de vinaza en la germinacién radicula, que presenta muy escasa
dependencia a la dosis de aplicacion (Tabla 30, Fig. 23). Los valores de
longitud media de radicula (totalmente independientes de la concentracion)
siguieren que no hay interaccion entre las fracciones solubles de la vinaza y el
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metabolismo de la planta. El experimento se repiti6 con concentraciones al
10% v:v, y tampoco se observaron efectos en la germinacion y el crecimiento
de las plantulas (Anexo: Figs 5-7).

V.5. Caracterizacion de razas en las poblaciones de nematodos
“formadores de nédulos”

Para caracterizar la virulencia de las poblaciones de nematodos del género
Meloidogyne encontradas, tanto en A. Castilla—La Mancha, donde aparece
una mezcla de poblaciones de M. arenaria y M. incognita, como en B. El
Perellé (Valencia) donde aparece M. incognita se ha utilizado el test de
Hartman y Sasser (1985), que ha sido modificado por Robertson et al. (2005,
2006) que al incluir cultivares de pimientos y tomates resistentes nos permiten
diferenciar biotipos dentro de una misma raza, que son poblaciones
especializadas debido a una repeticion continuada de plantas resistentes,
aparecen ciertos individuos que son capaces de romper la resistencia. Ello nos
permite distinguir dentro de las diferentes razas del género Meloidogyne
nuevos biotipos que son capaces de parasitar tomate con el gen de resistencia
(gen Mi), y también poblaciones que pueden parasitar pimiento resistente
(poblaciones pimiento). La caracterizacion de biotipos de Meloidogyne es
importante para la seleccion de plantas cultivadas portadoras de resistencia en
el disefo de sistemas de rotacion tanto en sistemas de produccion integrada

como ecoldgica.

A. Castilla-La Mancha (M. arenaria y M. incognita). Los resultados de la
caracterizaciéon de las poblaciones encontradas en Castilla- La Mancha se
recogen en la Tabla 31, donde podemos observar que estan representadas las
cuatro razas de M. incognita, apareciendo biotipos que son capaces de
parasitar tanto a los pimientos resistentes como a tomates portadores del gen
Mi de resistencia (Robertson et al. 2005).
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Tabla 31. Caracterizacion de poblaciones del género Meloidogyne en Castilla-La
Mancha, Test de Hospedadores de Carolina del Norte modificado
(Robertson et al. 2005). En color las poblaciones que han sido

encontradas en Castilla-La Mancha. (*)

Patotipo

Pimiento* Tomate* Algodén Tabaco

S

R

S

R

DP61

NC95

Cacahuete Raza
Florunner

M. incognita
1. Tomate 1
2. Tomate 1-Mi
3. Pimiento 1
4. Pimiento 1-Mi
5. Tomate 2
6. Tomate 2-Mi
7. Pimiento 2
8. Pimiento 2-Mi
9. Tomate 3
10. Tomate 3-Mi
11. Pimiento 3
12. Pimiento 3-Mi
13. Tomate 4
14. Tomate 4-Mi
15. Pimiento 4
16. Pimiento 4-Mi
M. arenaria
Quero (To)

Socuéllamos (CR)

+ + + + + +F + F + + + + + + + o+

+

+

+ + + + + +F + + + + + + + + + o+

+

+

+ + + + + + + +

+

1
A A P B WO O W WDMNDMNMNDDN=2~ 2 aa

é? 3
&? 3

(*)S:Sensible; R:Resistente pimiento cv Sonar; tomate cv Marmande; Algodon, DP61;

tabaco NC95;

cacahuete c¢v Florunner;

sandia c¢v Charleston

grey; pimiento

resistente:Atlante (Arnedo S.A), tomate resistente cv Nikita.CR: Ciudad Real, To: Toledo.

Se encontré también en vifiedos de Quero (Toledo) y Socuéllamos (Ciudad

Real) mezcla de poblaciones de M. arenaria de la raza 3, capaz de parasitar a

pimiento y M. incognita, lo que puede dar lugar a que algunas de las

poblaciones de campo se comporten como la raza 4 de M. incognita, un biotipo
altamente virulento que es capaz de parasitar algodén y tabaco, pudiendo
ademas producir infeccidon en raices de dos variedades de pimientos

resistentes, Carolina Wonder y Charleston Belle, e incluso en tomate cv Nikita

portadores del gen Mi de resistencia a M. incognita (Tabla 31). La gran

diversidad de biotipos encontrados en Castilla- La Mancha dificulta la

eficacia en la utilizacion de variedades resistentes.
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B. El Perellé (Sueca, Valencia). Los resultados de la caracterizacién de las
poblaciones encontradas en El Perellé (Valencia), se recogen en la Tabla 32,
donde podemos observar que solo se encontr6 M. incognita raza 2, con
biotipos que son capaces de parasitar pimientos a tomates portadores del gen
Mi de resistencia pero no a los pimientos resistentes; que pueden utilizarse en

la rotacion de cultivos.

Tabla 32. Determinacion de la raza de la especie M. incognita en las muestras
28600-28639. El Perell6 (Sueca, Valencia).

Tratamiento Pimiento* Tomate* Algodén Tabaco Cacahuete Raza
DP61 NC95 Florunner
S S R

0-20 cm

Testigo 1 + + + - + - 2 Tom Mi
Testigo 2 + + + - + - 2 Tom Mi
Tratamiento 1 + + + - + - 2 Tom Mi
Tratamiento 2 + + + - + - 2 Tom Mi
>20 cm

Testigo 1 + + + - + - 2 Tom Mi
Testigo 2 + + + - + - 2 Tom Mi
Tratamiento 1 + + + - + - 2 Tom Mi
Tratamiento 2 + + + - + - 2 Tom Mi

(*)S:Sensible; R:Resistente pimiento cv Sonar; tomate cv Marmande; algodén DP61; tabaco
NC95; cacahuete cv Florunner; sandia cv Charleston grey; pimiento resistente:Atlante (Arnedo
S.A); tomate resistente cv Nikita. Tratamiento 1=1 I/m? Tratamiento 2= 2 I/m” de vinaza de vino;

Segun el Test de de Hospedadores de Hartman y Sasser (1985), las
poblaciones estudiadas en el El Perelld (Valencia) pertenecen a M. incognita
raza 2, que son capaces de parasitar a tabaco NC95 pero no aldogén DP61,
perteneciendo al biotipo tomate Mi, puesto que pueden parasitar a los tomates

portadores del gen Mi de resistencia (Tabla 32).
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V.6. Relacion de M. incognita con la flora arvense

Es de gran interés tanto el conocimiento de las diferentes especies de flora
arvense asociadas al cultivo de la vid como el comportamiento con relacion a ellas
de las poblaciones de M. incognita, pudiendo ser utilizadas como plantas trampa
en el manejo control de nematodos de este género. En este sentido cuando los
tratamientos con herbicidas se aplican en el momento adecuado antes de la
floracion, las especies arvenses pueden actuar como plantas trampa de M.
incognita (Lopez Pérez et al. 2003). Por el contrario, su presencia en las calles del
vinedo puede incrementar las poblaciones de nematodos, especialmente a partir
del mes de mayo hasta septiembre, cuando la temperatura es superior a los 20
°C. Por ello se recomienda labores de rotavator cuando la flora arvense sea muy

abundante y predominen las especies susceptibles al nematodo (Tabla 33).

Tabla 33. Flora arvense asociado al cultivo de la vid en Castilla-La Mancha.
(Antén y Laborda 1991, Goodey 1965).

Susceptibilidad Especies de

Familia Especies encontradas a Meloidogyne Meloidogyne
Borraginaceas Echium plantagineum N
Lithospermun arvense N
Cariofilaceas Cerastium sp. N
Spergula pentandra N
Spergularia rubra N
Escrofularidaceas Linaria spartea N
Geraniaceas Erodium cicutarium S M. hapla
Compuestas Senecio vulgaris S M. hapla
Matricharia sp. S M. incognita
Cruciferas Diplotaris muralis N
Gramineas Mibora verna N
Lolium strictum N
Labiadas Lamium amplexicaule S M.‘ hapla_,
M. incognita
Leguminosas Ornithopus compresus N
Trifolium arvense N
Trigonella polycerata N
Lilidceas Allium sp. N
Primulaceas Anagallis marianum N
Sybilum marianum N
M. arenaria.
Portulacaceas Portulaca oleracea S M hapla_l.
M. incognita.
M. javanica.

*S, susceptible; N, No se conoce efecto.
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Si tenemos en cuenta la especies de la flora arvense citadas en Castilla-La
Mancha (Tabla 33), y el Catalogo de Nematodos Parasitos de Plantas de Goodey
et al. (1965), encontramos como plantas sensibles (S) a Meloidogyne spp. las
especies siguientes: Erodium cicutarium, Lamium amplexicaule, Matricharia,
Portulaca oleracea y Senecio vulgaris, por el contrario, no son parasitazas por
Meloidogyne (N): Allium, Anagallis marianum, Cerastium, Diplotaris murakis,
Echium pantagineum, Linaria spartea, Lithospermun arvense, Lolium striptum,
Mibora verna, Ornithopus compresus, Spergula pentandra, Spergularia rubra,
Sybilum marianum, Trifolium arvense y Trigonella polycerata. El uso de un indice
de nodulacién (Fig.17) como referencia en las plantas adventicias asociadas al
vifiedo nos permite conocer el grado de infestacion por M. incognita de un
vifiedo y de este modo tomar las medidas de manejo oportunas, aunque no hay
que olvidar que la presencia de especies arvenses dentro del cultivo puede
crear problemas al servir de reservorio para las poblaciones de M. incognita,
por lo que es de sumo interés evitar su presencia, aunque no hay que olvidar
que pueden actuar como plantas trampas y ser indicadoras de infestacion por

M. incognita.

Por ultimo, la presencia de higueras aisladas cercanas a un vifiedo nos puede
aportar informacion sobre los cambios de la temperatura y permitir conocer,
con la brotacién de sus hojas, la fecha de inicio de la actividad de las
poblaciones de M. incognita, aunque hay que tener presente que las higueras
pueden ser un foco de infestacion por estar la mayoria de ellas parasitadas por
los nematodos formadores de nddulos o por X. index, nematodo trasmisor del
virus causante del entrenudo corto de la vid. En relacién con X. index, debemos
sefalar que se ha comprobado que al parasitar la higuera el nematodo pierde

el virus en caso de que sea portador.

V.7. Efecto sobre la nutriciéon de la planta y la calidad del mosto

Se estudia el efecto del tratamiento de 2 I/m? de vinaza sobre un cultivo
posterior de apio y la aplicaciéon de vinaza pura sobre el cultivo de remolacha.
En el mosto se determiné el contenido de potasio y grado Baumé (° B€) en un

viedo donde se habia aplicado vinaza reiteradamente.
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Nutricién de la planta

- Apio. En el experimento sobre cultivos horticolas en EI Perellé (Sueca,
Valencia), del Invernadero Il donde se aplico vinaza al final del verano, se
estudia el efecto de la vinaza de vino (lias) a una dosis de 2 I/m?, sobre el

cultivo posterior de apio, tanto en la raiz como en la parte aérea (Tabla 34).

Tabla 34. Efecto del tratamiento con 2 I/m? de lias de vino en plantas de apio en
el experimento de El Perell6é (Sueca, Valencia).

indice mg/kg
()] N% K* ca®* Mg* P Fe Mn* Zn Cu Pb Ni
Raices
T (0-3) 2,60 30993 10774 4182 3916 737 18,7 67,3 30,7 0,0 0,0
T (5-7) 3,20 37364 11412 5292 3403 649 230 56,0 353 0,0 0,0
T (89) 3,53 34191 11506 5424 3524 674 21,7 53,6 297 0,0 0,6
Media 3,11 34183 11231 4966 3614 687 21,1 59,0 319 0,0 0,2
V2  (0-4) 3,12 37983 11034 5403 3315 770 17,7 657 1223 0,0 2,1
V2 (5-6) 3,01 35765 11280 5155 3070 768 20,9 61,6 993 0,0 0,9
V2 (7-8) 2,88 33302 8127 4818 2778 610 13,0 49,1 101,3 0,0 1,1
Media 3,00 35683 10147 5125 3054 716 17,2 58,8 107,6 0,0 14
P. aérea
T 3649 415 46104 17468 3457 3017 87 30,4 391 6,3 0,0 0,0
V2 5,899 4,01 52767 16993 3254 4418 148 151 395 7,8 00 1,1

(*) T:Testigo, V2:Vinaza de vino (lias) en dosis de 2 I/m?; l:indice de nodulacion.

Segun la Tabla 34 se observa tanto en raiz como en hoja una disminucion del
% de Niw, Ca®*, Mg?, Mn* y Zn con los tratamientos de vinaza,
incrementandose el K*, Cu y Ni, mientras que el P disminuye en la raiz pero se

incrementa en la hoja y el contenido en Pb es cero.
- Remolacha. En la localidad de Socuéllamos (Ciudad Real) se tomé una

muestra de raiz de remolacha, donde se habia aplicado vinaza reiteradamente.

Se estudia el efecto de la vinaza sobre el cultivo de remolacha. (Tabla 35).
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Tabla 35. Efecto de la aplicacion de vinazas en raices de remolacha en
Villarrobledo (Ciudad Real).

mg/kg
K* Ca* Mg** Na* P
Referencia 9.600 13.900 2.300 3.100 1.200
Fertilizada
. 9.860 1.113 3.316 2.237 809
con vinaza

Cuando se compara el contenido de nutrientes de la raiz remolacha tratada con
una testigo, se encuentra que en las raices tratadas disminuye el Ca?*, Na* y el

P, incrementandose el K* y Mg**.

Calidad del mosto. Para su estudio, se ha calculado el grado Baumeé (° Bé)
que nos indica la cantidad de azucares en el mosto, util para calibrar la calidad
del producto. Se determina a partir de 10 uvas de cada bloque, estudiandose
cuatro variedades: Cencibel, Cabernet Sauvignon, Merlot y Shyrah. También se

indica la cantidad de potasio presente en el mosto de las cuatro variedades.

Tabla 36. Efecto de la vinaza de vino pura en los parametros K* y ° Bé del mosto
de diferentes variedades de vid

Variedad de vid K* (mg/l) °Bé
Vifa tratada con vinaza de vino
Cencibel 2.219 12,8
Cabernet Sauvignon 2.760 13,8
Merlot 2.160 13,4
Shyrah 2.025 12,7
TESTIGO*
Cencibel 1.298 12,0

(*) Media de los parametros de K"y ° Bé la localidad de Socuéllamos (Ciudad Real)
suministrados por la Cooperativa Virgen de Loreto.

Los resultados de la Tabla 36 pertenecen a vifiedos que estan en regadio y
espaldera, tanto en la que se aplicé la vinaza como el testigo que es un vifiedo
convencional representativo de la zona de Socuéllamos (Ciudad Real). Los
contenidos de K* en la variedad Cencibel del testigo pueden considerarse

normales para esta variedad, mientras que los contenidos de K* en los mostos
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procedentes de las vifias regadas con vinaza de vino son mas elevados. Lo
normal es que la variedad Cencibel acumule potasio y azucares en la época del
envero y maduracion, siempre que esté en condiciones favorables de humedad
y en teoria no se debe considerar que el alto contenido de K* en el mosto
dependa de los niveles que existen en el suelo sino que depende de la
disponibilidad de agua que tiene la vid. Como la cantidad de riego es muy
similar en las fincas convencionales como las tratadas con vinaza, por ello se
puede considerar que el alto contenido en K* dependa de la aplicacion de
vinaza que facilita que la variedad Cencibel lo acumule de modo normal. No se
observan diferencias significativas en el contenido de azucar teniendo en
cuenta los valores de grados Baume pero ello depende del rendimiento de las

cepas, informacién de la que no se dispone (Diez Rojo 2006).
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se analiza en la discusion el efecto de los subproductos de la industria
vitivinicola en el control de nematodos fitoparasitos (VI.1); su valor como
mejoradores de suelo (VI.2); y se sefalan una serie de medidas para el manejo
agronomico de subproductos agrarios en biodesinfeccién (VI.3).

VI.1. Valoracién de subproductos de la industria vitivinicola en el manejo
de nematodos fitoparasitos

Arias et al. (1986, 1997a,b) y Brown et al. (1993, 1995) revisan los nematodos
fitoparasitos que causan problemas en la vid, sefialando que la especie que
puede causar mayores problemas es X. index Thorne et Allen, 1950, puesto
que transmite el “fanleaf nepovirus” (GFLV), seguido por otras especies de los
geéneros Meloidogyne, Xiphinema, Pratylenchus y Tylenchulus semipenetrans;
menor incidencia tienen especies de los géneros Criconemoides s.l.,
Helicotylenchus, Longidorus, Paralongidorus, Paratrichodorus, Paratylenchus y
Trichodorus.

Como alternativas de manejo deben destacarse en primer lugar las
medidas fitosanitarias, sobre todo el empleo de material certificado libre
de virus y la limpieza de aperos, que son eficaces especialmente en el caso
de los nematodos vectores de virus, asi como las practicas culturales, el
barbecho o las enmiendas organicas (Rudel 1988), que permiten el manejo
agronomico de las poblaciones de nematodos al eliminar las raices vivas del
suelo que pueden actuar como reserva de X. index y del GFLV. También se
vienen utilizando plantas resistentes, agentes de control biolégico y métodos
fisicos como la solarizacién o la aplicacién de vapor de agua, especialmente
para la desinfeccion de sustratos y la termoterapia para el control de GFLV.
Pero la utilizacion de productos fitosanitarios es el método mas utilizado v,
hasta ahora, la Unica alternativa cuando otros métodos de control no se pueden
aplicar y tampoco son eficaces las técnicas agrondmicas (Boubals y Dalmasso
1968, Raski y Krusberg 1984). Los productos fitosanitarios que se han venido
utilizando con mas frecuencia son fumigantes, como 1,3-dicloropropeno (1,3-D)
con cloropicrina (PIC), dazomet, metam sodio o bromuro de metilo (BM), asi
como nematicidas no volatiles del grupo de los organofosforados, como
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etoprofos y fenamifos o carbamatos como aldicarb y oxamilo, se debe sefalar
que en los ultimos afos se ha generalizado el uso como fumigante de suelos
del 1,3 D + PIC (Cebolla et al. 2005). EI BM se viene utilizando en la
desinfeccion de los viiedos desde hace mas de 30 afios en EE UU (Van Gundy
et al. 1972, Raski y Goheen 1988), existiendo también referencias de su
utilizacion en Francia, Chile, Italia y Sudafrica. No se tiene conocimiento de que
se haya empleado en Espafa para este cultivo, debido a que las poblaciones
de nematodos se pueden controlar con las condiciones ambientales especiales
y con las técnicas de cultivo; pero con la introducciéon de riego en los
vinedos, los problemas de virus y nematodos estan aumentando, siendo
necesario la busqueda de alternativas de control que sean
econoOmicamente rentables y ambientalmente compatibles (Arias et al.
1997a,b, Arias 1998), por otro lado la importacién de BM esta prohibida desde
01-01-2005, salvo para los usos criticos en flor cortada de Catalufia y
Andalucia (Cadiz y Sevilla), y viveros de fresa en Castilla y Ledén (Bello et al.
2004, MBTOC 2007).

Gomez Soriano et al. (2006) observan que X. index no aparece en suelo franco
sometido a barbecho de 10 afos, y tampoco en los almendros, higuera y
nisperos de un viiledo arrancado, por lo que seria de interés realizar un estudio
epidemioldgico para determinar la influencia de las caracteristicas edaficas en
las poblaciones de X. index. En este sentido sefalar que Navas y Arias (1986)
y Arias et al. (1997b) encuentran X. index con mayor frecuencia en suelos
franco-arenoso y franco-arcillo-arenosos, con las poblaciones mas altas en
suelos con porcentajes de arena entre 59-70%. Conh y Mordechani (1970),
Prota (1970) y Weischer (1974) senalan que la variacion de las poblaciones es
mas patente en suelos arenosos que en los arcillosos, siendo mas
abundantes en suelos con pH entre 6,5-7,5, disminuyendo a pH inferior a
6,5, mientras que Navas y Arias (1986) y Arias et al. (1997a,b) lo encuentran en
suelo con margenes de pH comprendidos entre 7,4-8,2, con contenidos en
materia organica entre de 2,5-5,5%, soportando contenidos altos de
carbonatos (hasta un 54%), aunque disminuyen las poblaciones segun
aumenta el contenido en carbonatos.

En relacidn con el clima mediterraneo continental, hay que tener en cuenta que

los inviernos en las zonas vitivinicolas de la Peninsula son extremadamente
frios, llegando a alcanzar temperaturas bajo cero, pasando directamente del
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invierno al verano, que es seco con temperaturas que llegan a los 35-40 °C. Si
se tienen en cuenta las observaciones de Weischer (1975) de que X. index
muestra muy baja actividad por debajo de los 16 °C, estando su
temperatura éptima entre los 16-28 °C muy por encima de las minimas
alcanzadas en la Peninsula, por lo que en estas condiciones de
continentalidad solo se desarrolla un ciclo (Arias et al. 1997b). Esto nos
indica el interés que puede tener el barbecho en la reduccion de los
problemas debidos a estos patdégenos, que de acuerdo con Dalmasso
(1970) en Francia ha de ser de seis a siete afos, pudiéndose reducir a tres
anos si se aplican fumigantes, Raski et al. (1965) proponen cinco afnos en
California y Arias et al. (1997b) consideran que debe comprobarse la
ausencia de individuos portadores de virus de X. index, puesto que el
nematodo cuando esta en bajas poblaciones no es altamente patégeno
para la vid.

Diez Rojo (2006) sefiala en relaciéon con las otras especies del género
Xiphinema, que solo encuentra X. italiae y X. pachtaicum, aunque en general
su presencia es muy baja. X. italiae no aparecié en los suelos arenosos
biodesinfectados. Seria de gran interés demostrar la transmisién del
“fanleaf” por este nematodo, puesto que aunque Conh et al. (1970) han
comprobado experimentalmente que es transmisor, Martelli (1978) senala
que su transmision no ocurre en condiciones de campo. La mayor
frecuencia de X. italiae aparece en los suelos solarizados entre 20-40 cm,
donde llega a alcanzar poblaciones de seis individuos por 200 cm® de suelo. X.
pachtaicum es la especie mas frecuente, aunque solo aparecieron dos
individuos en una muestra en los suelos arenosos biodesinfectados, esta
especie es frecuente en los barbechos entre 20-40 cm y presenta su mayor
abundancia en los suelos solarizados entre 40-60 cm, donde llegan a
encontrarse poblaciones de 16 indiv. por 200 cm?® de suelo. Aring et al. (1987) y
Arias et al. (1997b) demuestran que X. pachtaicum no es transmisor del GFLV,
aunque puede tener un gran valor como bioindicador para determinar la
eficacia de la biodesinfeccion y el barbecho, puesto que se encuentra en
vifiedos, almendros, higueras y otros frutales préximos llegando a alcanzar
poblaciones maximas de 480 indiv., lo que también ocurre con X. index en
viiledo con poblaciones que llegan a los 154 indiv., X. italiae con 11 indiv. y X.
pachtaicum con 144 indiv. 200 cm?® de suelo.
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Gbémez Soriano et al. (2006), con relacion a otros nematodos fitoparasitos solo
destaca la presencia de Macroposthonia xenoplax con poblaciones muy bajas,
que no llegan a superar los 16 individuos apareciendo en su mayoria muertos
en los suelos biodesinfectados, siendo su frecuencia también baja en los
vifiedos préximos, que solo aparece en una muestra (12 indv. 100 cm?® suelo)
con lo cual se considera que esta especie no llega a plantear problemas en los
vifiedos estudiados. Aparecen con una frecuencia muy baja los géneros
Paratylenchus y Scutylenchus que pueden pertenecer a la vegetacion natural
de la zona anterior a la implantacion del vifiedo, ademas se encontrd
Boleodorus en el barbecho, debiéndose destacar la presencia de nematodos
del género Pratylenchus en la parcela, tanto en los suelos biodesinfectados, en
los que aparece solo en una muestra entre 40-60 cm (12 indiv.) como en el
barbecho en los que aparece en dos muestras entre 20-40 cm (ocho y cuatro
indiv. 200 cm® suelo) (Bello et al. 2004, Diez Rojo 2006).

Entre los nematodos libres, destaca la baja presencia en los suelos
biodesinfectados de dorilaimidos con medias que no superan los 15
individuos que es similar a los 13 indiv. que aparecen en el viiedo
proximo, presentando los valores menores los suelos biodesinfectados (media
cuatro individuos) y los horizontes superiores de los suelos solarizados (media
seis individuos); los dorilaimidos son muy abundantes en los suelos francos
biodesinfectados, tanto en la profundidad entre 0-20 cm, con una media de 29
indiv., como de 20-40 cm (13 indiv.) y entre 40-60 cm (siete indiv. por 200 cm®
suelo). En relacion con los rabditidos, las mayores poblaciones estan en
los suelos biodesinfectados, incrementandose con la profundidad que
alcanza una media de 115 indv. entre 40-60 cm, mientras que en el barbecho
y en el vifiedo vecino, no sobrepasan los 35 indv. y en el solarizado el valor
medio maximo es de 10 indiv. Los rabditidos alcanzan los niveles mas altos a
la profundidad entre 20-40 cm (media 1.259 indv.), seguida por la profundidad
entre 0-20 cm (media 584 indiv. por 200 cm® suelo).

Se debe destacar también la presencia de enquitreidos, pequefos
oligoquetos que tienen gran interés en la dinamica de la materia organica,
especialmente en los suelos biodesinfectados y en los barbechos,
mientras que en los solarizados solo aparecen una vez entre 20-40 cm
(cuatro indv. 200 cm?® suelo), los enquitréidos aparecen especialmente en la
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profundidad entre 20-40 cm. Por ultimo sefialar la presencia de nematodos del
grupo de los monénquidos en dos muestras entre 20-60 cm.

Diez Rojo (2002) y Diez Rojo et al. (2006) estudian la eficacia de la
biodesinfeccion en el manejo de M. incognita y X. index, que son los
nematodos mas importantes que afectan al vifiedo, mediante la utilizacion de
estiércol de oveja y abonos verdes, se observa que los biodesinfectantes
ensayados son eficaces en el manejo de nematodos de suelos de vinedo,
incluso a dosis de 25 t ha™, aunque la eficacia aumenta cuando dichos
biodesinfectantes se combinan en una proporcion 3:1 con gallinaza. Por
otro lado, se observa que la biodesinfeccion favorece el desarrollo de
nematodos sapréfagos y enquitreidos, aumenta la fertilidad de los suelos,
especialmente en K* y el contenido de nutrientes en las plantas, por lo
cual se deben de reajustar los programas de fertilizacién (Diez Rojo 2006).

Los resultados del trabajo de Diez Rojo (2006) nos permiten confirmar que X.
index esta presente en las calles no biodesinfectadas, con una frecuencia y
abundancia mayor en las zonas donde se acumula mas humedad mientras que
en las zonas con menor humedad, por tener mas insolacion o con mayor
pendiente, practicamente no aparece el nematodo, poniendo de manifiesto el
gran interés que tiene el establecer el periodo 6ptimo de duraciéon del
barbecho para el manejo del nematodo. Los experimentos confirman que
la biodesinfeccion en bandas resulté eficaz en los primeros 60 cm de
profundidad con solo 14 muestras positivas (14,6%). En general las
muestras presentan uno o dos individuos por 200 cm?® de suelo y estan
distribuidos en las areas donde la aplicacion de estiércol no fue correcta,
aunque también puede existir contaminacion lateral desde las calles en
barbecho, por lo que se recomienda que la biodesinfecciéon se debe hacer
de modo homogéneo y en toda la parcela para evitar que queden focos
del nematodo o que existan contaminaciones laterales. Se confirma que en
la parte inferior de la parcela experimental, tanto en el suelo biodesinfectado
como en el barbecho, la presencia de X. index es muy baja, habiendo sido
efectivo su manejo, tanto con biodesinfeccion como por el efecto del barbecho.

Los resultados indican que la presencia de X. index a lo largo del perfil es

baja en los suelos biodesinfectados, apareciendo en general entre 0-50
cm de profundidad y con uno o dos individuos por 200 cm’® de suelo,
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presentando poca frecuencia en profundidad. Solo cuatro muestras
tienen poblaciones superiores a dos individuos por 200 cm?® de suelo, que
corresponden a cuatro perfiles de los 24 estudiados (16,7%), uno en el
barbecho y en tres de los suelos biodesinfectados de la parte superior de
la parcela, que estan en la zona con mayor humedad. Ello se puede deber
a una posible contaminacién lateral desde las calles que no han sido
biodesinfectadas, por ello es recomendable determinar la duracién del
barbecho. Ademas en los suelos con alto contenido en carbonato calcico se
observa una disminucion de X. index, X. pachtaicum y dorilaimidos.

La biodesinfeccion con 50 t. ha™ de estiércol de cabra cuando se aplica
uniformemente a toda la superficie de la parcela ha sido eficaz. Por otro
lado cuando la replantaciéon se realiza después de un afo y medio, en
suelo con alto contenido en humedad, existe un riesgo alto de
reinfeccion, por la presencia de raices vivas y la dificultad que tiene la
eliminacion total de X. index en el suelo, por lo cual se recomienda que la
duracién del barbecho debe ser de al menos tres afnos, aunque no
conviene olvidar que la presencia del virus puede deberse también a un
mal control sanitario del material vegetal.

Estos resultados ponen de manifiesto la importancia que tiene el
barbecho en el manejo de X. index y M. xenoplax, asi como la necesidad
de aplicar la biodesinfeccion en el momento inmediatamente posterior al
arranque del vinedo para evitar que los nematodos se desplacen en
profundidad. Se debe senalar que por lo general aparecen muestras
positivas en las zonas donde la materia organica es escasa, o puede
ocurrir también que los juveniles cuando estan mudando puedan
presentar resistencia al efecto biodesinfectante de la materia organica,
pero conviene recordar que éstos pierden con la muda el virus. En las
muestras de almendro, lo mismo que ocurre en los olivos no aparecio X. index,
por lo que se considera que no hay riesgos de reinfestacion al resto de la
parcela cuando se asocian almendros y olivos con la vid.

La biodesinfeccién, tanto con estiércol de oveja como con abono verde de
rabano, resultd eficaz en el manejo de X. index, X. pachtaicum, M.
sphaerocephalus y M. xenoplax, cuando se compara con los testigos,
obteniéndose diferencias estadisticamente significativas. Se debe indicar que
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en el caso de X. index los diferentes tratamientos presentan al menos alguna
muestra con nematodos vivos, lo que indica la necesidad de realizar una
correcta homogenizacién del biodesinfectante, incrementar la temperatura o
prolongar el periodo de biodesinfeccion para lograr un control mas eficaz;
también se observé que durante la ultima muda las hembras jovenes
pueden ser resistentes a la biodesinfeccion. EI niumero de individuos
vivos fué mayor cuando las muestras se extrajeron por el método de
Baermann, presentando en algunos tratamientos hasta una media de cinco
individuos vivos por 200 cm® de suelo. Sin embargo el método de extraccion
por centrifugacion en azucar fue mas eficaz para los nematodos de baja
movilidad como los del género Macrophosthonia, asi como para los
enquitréidos y nematodos de pequeiio tamafio como los rabditidos.

En relacion con los nematodos sapréfagos del grupo de los rabditidos, el
numero de individuos es mayor en los tratamientos con estiércol de
oveja, ya que éstos nematodos son ovoviviparos y estan adaptados a los
cambios que se producen en los procesos de descomposicion. Las
poblaciones de sapréfagos disminuyen por lo general al reducirse la
dosis de biodesinfectante de origen animal y también con los abonos
verde de rabano, aunque la disminucién es menos acusada cuando se
utiliza abono verde con gallinaza en el suelo arcillo-arenoso. Los
dorildaimidos disminuyen en la mayoria de los tratamientos, mientras que
la poblacion de enquitréidos aumenta con la biodesinfeccion, estas
diferencias resultaron ser estadisticamente significativas.

Se ha ensayado también el efecto biodesinfectante del estiércol de oveja con
gallinaza y el abono verde de brasica en un suelo arenoso, con una poblacion
de M. incognita de 56 J2 por 100 cm® de suelo. En el tratamiento con estiércol
de oveja, se observo una mortandad del 100% de M. incognita, un incremento
cuatro veces mayor de la poblaciéon de rabditidos y una disminucion de las
poblaciones de dorildimidos y enquitreidos. Si se compara este tratamiento con
el de un suelo biodesinfectado con abono verde de brasicas, los resultados son
similares, con la unica diferencia de que la poblacién de enquitreidos se
incrementd cinco veces.

De todo lo anterior se desprende que la biodesinfeccion con estiércol de oveja
o abonos verdes resulté eficaz en el manejo de las poblaciones de nematodos
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fitoparasitos, incrementando los organismos saprofagos. El indice de
nodulacién por M. incognita fue de cero en las plantas de tomate cv Marmande
cultivados en los suelos biodesinfectados con los tratamientos anteriores,
mientras que en el testigo el valor medio fue de 1,5. El promedio de los valores
para la altura y el peso total de la planta de tomate fue mayor en los suelos
biodesinfectados.

En el experimento disefado para determinar la eficacia de la vinaza de
remolacha, se determinaba la presencia de individuos adultos o juveniles en
sus diferentes estadios, comprobandose que, la proporcion de individuos
juveniles vivos/hembras vivas era mayor que en la columna testigo, lo cual
pone de manifiesto que los individuos juveniles son mas resistentes al
tratamiento, posiblemente porque los supervivientes estaban mudando
durante la duracion de tratamiento, lo cual dificulta su control, aunque
hay que recordar que los individuos juveniles pierden el virus y por lo
tanto su poder infectivo con la muda, puesto que los hematodos retienen el
virus en estructuras cuticulares que son reemplazadas por otras nuevas en el
proceso de muda. La columna testigo se extrajo 37 dias después de haber
iniciado el experimento, encontrando entre 0-90 cm poblaciones del nematodo
X. index que alcanzan los 594 indiv. 200 cm® suelo, apareciendo también 23
indiv. en la grava y 17 indiv. 200 cm® en el lixiviado suelo. En ningtn caso
aparecieron individuos muertos y la presencia de cadaveres en los tamices de
extraccion fue practicamente testimonial. Se puede concluir que la utilizacion
de vinazas de remolacha es eficaz para el control de X. index tanto en los
tratamientos superficiales como en profundidad en los suelos de viiiedo,
aunque no alcanzara el 100%, siendo la eficacia del tratamiento mayor con el
transcurso de tiempo (siendo mas eficaz al mes de haber aplicado la vinaza),
por lo que se confirma que el efecto no es inmediato, sino que se incrementa
con el periodo de exposicion de los nematodos al producto, por lo que hay que
evitar hacer labores que puedan eliminar el producto después de la aplicacion.

Las aplicaciones de vinaza de remolacha al 2% en campo tanto solas
como combinadas con estiércol y cuando se aplican con plastico resultan
altamente eficaces en el control de X. index, aunque pueden existir riesgos
por la rotura del plastico. Una eficacia similar se observé en la aplicacion de
vinazas sin plastico mas materia organica, no resultando eficaz después de
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cuatro meses cuando se aplica sola sin plastico, por lo que se deben de
mejorar las técnicas de aplicacién (Diez Rojo 2006).

La biodesinfeccion constituye una alternativa no quimica para el manejo de
organismos patdégenos de los vegetales de origen edafico, que se fundamenta
en el efecto biocida de las sustancias resultantes de la descomposicion de la
materia organica. Se ha comprobado, que por lo general, cualquier resto
organico puede actuar como biodesinfectante, aunque su eficacia depende de
la dosis y del método de aplicacion. Existen buenos ejemplos de la eficiencia
de la biodesinfeccion en el manejo de hongos, nematodos y plantas
adventicias, aunque mayoritariamente se han aplicado en cultivos de hortalizas
y fundamentalmente para el manejo de nematodos formadores de nddulos del
género Meloidogyne (Bello et al. 2000a,b, 2001, 2003, 2004). Ultimamente y
debido a la obligatoriedad, por parte de la UE, de la desinfeccidn del suelo para
la replantaciéon del vifiedo se han realizado varias experiencias de
biodesinfeccion con materia organica sélida, estiércoles, en la localidad de
Jumilla (Murcia) en vifnedos ecoldgicos, en los cuales esta prohibido el uso de
fumigantes quimicos, que son los que se recomiendan utilizar por el
Reglamento (CE) 1227/2000 (Gémez Soriano et al. 2006, Diez Rojo 2006). En
todos los trabajos sobre biodesinfeccion siempre se ha utilizado
fundamentalmente subproductos agrarios solidos, por lo que no existe
experiencia del empleo en biodesinfeccién de subproductos liquidos, que en la
practica son mas faciles de aplicar.

El uso de subproductos liquidos de la industria vitivinicola empleados en la
biodesinfeccion, podria tener grandes posibilidades en las zonas productoras
de alcohol, que en la mayoria de los casos coinciden con las areas de cultivo
de vid en Espana, pudiéndose utilizar en biodesinfeccion con bajos costes.
También se pueden combinar las vinazas de la industria vitivinicola con otros
materiales biodesinfectantes liquidos como el alpechin, un subproducto de la
industria oleicola, asi como con subproductos de la industria remolachera y
lactea cuya acumulacion puede producir, paraddjicamente, problemas graves
de contaminacién ambiental (Bello et al. 2003). Se ha estudiado el efecto
biodesinfectante de las vinazas de alcoholera tanto en estudios in vitro (V.1),
como en suelos en condiciones controladas de laboratorio (V.2) y en campo
(V.3), determinando su efecto sobre los nematodos fitoparasitos pertenecientes
a X. index, un transmisor de “fanleaf” en la vid y sobre los nematodos
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formadores de nodulos de las especies M. arenaria y M. incognita, parasitos de
la vid y de cultivos horticolas.

En los experimentos in vitro se logra controlar los individuos de X. index
mediante la aplicacion de concentraciones de vinazas al 5% transcurridos
45 minutos después de haber iniciado el experimento e incluso a la
concentracion del 2% después de 60 minutos. También se ha confirmado el
efecto nematicida incluso con dosis mas bajas, a las concentraciones del 2%
los individuos mueren a los 55 minutos y no se recuperan después de tres
horas de exposicién (Fig.18), este fenémeno también ocurre con las
concentraciones de vinaza al 1%, mientras que en las concentraciones del
0,2%, las vinazas solo tienen efecto letal a partir de las tres horas de
exposicidon. Los testigos presentan siempre todos los individuos vivos. En el
caso de los nematodos del género Meloidogyne podemos concluir que con
concentraciones de vinazas diluidas al 5%, el control de nematodos se
alcanza pasadas las tres horas de exposicion aunque cuando se utilizan
concentraciones mas bajas de 1y 0,2%, el tiempo para el control se prolonga
notablemente, e incluso no es efectivo (Fig.19).

Se concluye que en los tratamientos con 5 ml de las lias, piquetas y vinaza,
tres subproductos de la industria vitivinicola, en 500 g de suelo se produce un
control total sobre los juveniles de M. incognita con relacion al testigo,
disminuyendo el numero de dorildimidos, mondénquidos, rabditidos vy
enquitreidos, organismos del suelo que se incrementan significativamente en
los tratamientos a las dosis de 5y 2,5 g con vinaza sélida. Pero cuando se
cultivan posteriormente tomates cv Marmande, sensible a Meloidogyne sobre
suelos biodesinfectados, aparecen en algunos casos en las raices indices de
nodulacion altos, lo que nos confirma que la accidon de las vinazas es
nematostatica y los nematodos se recuperan después de los
tratamientos.

En los muestreos realizados en los viiedos donde se aplico vinaza de vino
reiteradamente, no aparece X. index en las calles tratadas, apareciendo
unicamente en una muestra recogida alrededor del sistema radicular de la cepa
mas alejada del inicio del ramal del riego, apareciendo también en todas las
muestras alrededor de las cepas M. arenaria, produciéndose por otro lado un
incremento de dorildimidos, rabditidos y enquitreidos en la zona donde se
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aplico la vinaza (Tabla 26). Por el contrario, se encuentran poblaciones altas de
X. index en un viiedo convencional préximo, especialmente cuando las
muestras se extraen por el método de Baermann (Tabla 24). Solo aparecieron
Criconemoides en una muestra del vifiedo testigo.

En experimentos de campo realizados durante el verano en El Perell6 (Sueca,
Valencia) no se observan diferencias significativas entre los tratamientos con
vinaza y la solarizacién en el control del nematodo M. incognita (Tabla 19).
Después de los tratamientos se sembré repollo chino (Brassica juncea), puesto
que la cooperativa de El Perell6 ha introducido cultivos de brasicas de ciclo
corto como alternativa en la rotacion durante el invierno. Tras dos meses de
cultivo (septiembre-octubre) se determinaron los indices de nodulacién (Fig.
20), observando que estos son similares tanto en los tratamientos con vinaza
como en el testigo. Sin embargo, los mayores indices se encontraron en la
zona testigo, donde se habia realizado solarizacién. No se observan diferencias
significativas, salvo en el incremento del numero de rabditidos y enquitréidos
en los suelos recogidos entre 0-20 cm tratados con vinaza, los cuales
presentan un mayor numero de individuos juveniles de M. incognita en el
testigo solarizado, esto también es similar en las muestras recogidas entre 20-
40 cm de profundidad (Tabla 22).

En un segundo experimento realizado al final del verano solo resultaron
eficaces a la dosis de 2 I/m?, plantandose a continuacion apio, examinandose
dos meses después las raices de 32 plantas por tratamiento, y se encontré
que el tratamiento con 2 I/m? de vinaza presenta un indice de nodulacién medio
de 4,9 frente a un indice de 5,2 en el tratamiento con 1 I/m? de vinaza y un
indice de 6,5 en el testigo 1, presentando el testigo 2 un indice de 4,3 puesto
que las poblaciones originales eran mas bajas que el resto de las subparcelas.
(Fig. 21, Anexo: Fig. 4). Esto nos confirma que el efecto de las vinazas es
nematostatico, pudiéndose recuperar los nematodos después del tratamiento.

VI.2. Evaluacion de subproductos de la industria vitivinicola como
mejoradores de suelo

Las enmiendas organicas tienen en agricultura como funcion principal generar

humus y aportar en mayor o menor proporcion elementos nutritivos (Urbano
1992, 2002a,b, 2008, Fuentes Yagle 1999). Se pretende analizar en este
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apartado los aspectos relacionados con la fertilizacion cuando se utilizan los
subproductos de la industria vitivinicola como biodesinfectantes para el manejo
de nematodos patdégenos de plantas.

Diez Rojo (2002, 2006) encuentra que la biodesinfeccidn con enmiendas
organicas de origen animal como el estiércol de oveja mas gallinaza producen
en el suelo un incremento de la materia organica y del Niota, asi como del resto
de variables quimicas analizadas respecto al testigo, con excepcion del pH,
Ca?* y en algunos casos Mg?*. Por otro lado, la utilizacién de abono verde de
brasica como biodesinfectante presenta una tendencia similar, aunque en este
caso disminuyen el pH y el contenido de materia organica. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por Diaz Viruliche (2000), quien observa
que cuando se utilizan biodesinfectantes de origen animal aumentan por
lo general todas las variables quimicas con la excepcion del pH y ca®,
mientras que cuando se utilizan brasicas como biodesinfectantes pueden
disminuir los contenidos de materia organica en los suelos.

Urbano (1992, 2002a) sefala que la finalidad principal del enterramiento de
abonos verdes o siderales es aportar materia organica al suelo, aunque su
aplicacion solo eleva excepcionalmente el nivel de humus del suelo debido a la
gran labilidad de esta materia organica, pero por el contrario contribuye a
mantener la actividad biologica del suelo mediante la aparicion de un humus
joven, de evolucién rapida, que es generalmente rico en nitrogeno. Cuando se
cultivan plantas de tomate cv Marmande en suelos biodesinfectados con los
tratamientos anteriores, el contenido de los cationes Ca®*, Mg?*, Na* y K*, asi
como el Nita;, Cu, Mn, Fe y Zn fue mayor o similar al testigo, en las plantas de
tomate cultivadas en suelos bidesinfectados, unicamente el P,O5 fue menor. En
general se observa un incremento de Ny, MO, C, K™ y Na*, asi como de P,0s
y de Mg?* en los tratamientos con abono verde de rabano. Urbano (1998)
senala en relacion con el fosforo que los abonos verdes no hacen mas que
devolver al suelo los elementos que previamente la planta ha extraido. Por otro
lado, los niveles de P,Os aumentan ligeramente debido a que los abonos
verdes utilizados no se habian cultivado en los suelos biodesinfectados, sino
que se incorporaron desde el exterior. Por otro lado, el pH y el Ca®* también
disminuyen en los suelos biodesinfectado con estos materiales.
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En los tratamientos con vinaza de remolacha realizados sobre suelo en
columnas experimentales se observo que la materia organica, Niota, K,
Na*, Mg®, Fe, Mn** y Zn aumentan con respecto al testigo en todas las
profundidades estudiadas, mientras que el pH, P,Os, Ca®* disminuyen.
Esto también ocurre en campo, salvo que con el tiempo disminuye la materia
organica, por tratarse de materia organica que por ser de naturaleza muy labil
se descompone rapidamente e incluso ayuda a mineralizar a la existente en el
suelo, y como en el caso de los abonos verdes puede contribuir a mantener la
actividad biologica del suelo. Ademas se ha observado que cuando se aplican
vinazas de remolacha el contenido en materia organica aumenta en los
tratamientos que se cubren con plastico. Urbano (2002b) sefiala que la vinazas
por su naturaleza y composicidon pueden ser consideradas como
enmiendas organicas o como fertilizantes nitrogenados y potasicos de
origen organico debido a que al aplicarlas al suelo la materia organica no
aumenta significativamente puesto que la materia organica que poseen,
aproximadamente el 40% de su composicidén, es el extracto humico
(acidos humicos y fulvicos) con un alto nivel de humificacion por lo que se
descomponen rapidamente, sintoma claro del aumento de nitrégeno en el
suelo. Debido a este ultimo caso puede considerarse como un fertilizante
organico, porque su origen es organico.

Con respecto al pH, dado que el de la vinaza es de naturaleza acida, los
valores obtenidos son similares siempre a los de los testigos, lo cual
demuestra la capacidad de los suelos a neutralizar la acidez, sobre todo
teniendo en cuenta los valores altos de CaCO;, que puede actuar como
tampoén. Urbano (2002b) senala que al tratar suelos con dosis altas de vinaza
de remolacha, llegando incluso hasta las 60 t/ha, no se produce acidificacion en
ninguno de los casos, e incluso el pH se incrementa, posiblemente debido a la
carga de sales sodicas, potasicas y magnésicas que poseen. Al analizar los
lixiviados que se producen en los tratamientos realizados en las columnas
experimentales se observa que no existe contaminacion por metales pesados y
que los niveles de NO?, NO® y SO4? varian segun el periodo de duracién del
experimento.

Martinez et al. (2005a,b) observa que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre los lixiviados que se producen
cuando se tratan suelos arenosos, francos o arcillosos con vinaza de
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remolacha, urea y nitrato aménico, siendo este ultimo el que mayores
pérdidas produce de NO*, mientras que las vinazas de remolacha son las que
menos pérdidas producen, sefialando ademas en relacién con las vinazas que
las pérdidas de NO*> son mayores cuando las dosis utilizadas aumentan.

Todos los biodesinfectantes utilizados en el trabajo incrementan los contenidos
de K*, siendo mayor siempre que se utilicen vinazas solas o combinadas,
puesto que el material de partida es rico en este elemento nutritivo. El mismo
comportamiento se espera obtener con respecto al K* para el resto de vinazas
de la industria alcoholera como pueden ser las de cana, cerveza, tequila y vino,
pues tienen altos contenidos en K* (Beltrame et al. 1999, Canellas et al. 2003,
Leal et al. 2003, Castellanos 2004).

Se ha senalado por diferentes autores que cuando se aplican enmiendas
organicas a los suelos los niveles de Ca®>* disminuyen y se incrementan
los de Na*, puesto que se produce una sustitucion de un catién por el
otro. En este sentido conviene indicar que Castellanos (2004) encuentra que el
Na® aumenta cuando se hace fertirrigacion en el cultivo de cebada con vinazas
de la industria vitivinicola que tienen altos contenidos en sales, a la vez que
disminuye el Ca**, planteando ademas que se pueden aplicar las vinazas en
fertirrigacion, pero se debe tener en cuenta que el uso excesivo de estos
subproductos puede causar problemas de salinizacion del suelo. Diaz Viruliche
(2000) senala también que la aplicacion de enmiendas organicas tanto de
origen animal como vegetal aumenta los contenidos en Na* y disminuyen los
de Ca*.

Por dltimo, indicar que se debe analizar en profundidad los aspectos
relacionados con la salinidad y sodicidad de los suelos, puesto que como indica
Castellanos (2004) es necesario controlar los niveles de salinizacién y
contenidos de Na* en el complejo de cambio para evitar riesgos de salinizacion
de los suelos por el uso reiterativo de estos subproductos. Por otro lado, se
recomienda estudiar también las propiedades fisicas del suelo, puesto que
Castellanos (2004) observé que cuando se aplican vinazas de la industria
vitivinicola al suelo se producen cambios en su estructura determinados
por los porcentajes de agregados estables. En este sentido, se debe de
sefalar que Garcia Ocampo (1997) en un estudio sobre el efecto en suelos
sddicos en Colombia de la aplicacion de vinazas de cafia de azucar con una
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CE de 11 dS m™ y elevados contenidos de calcio, potasio, magnesio y sulfatos
mostraron mejoras en las propiedades hidraulicas, fisicas y en el complejo de
cambio, siendo efectivas estas aplicaciones para la recuperacion de estos
suelos afectados por sodicidad.

Se determina el efecto de los subproductos de la industria vitivinicola sobre la
fertilidad del suelo, determinando al mismo tiempo su accion fitotéxica mediante
indice de madurez (V.4) Se puede observar que los tratamientos con vinaza
de vino, aunque no presentan diferencias estadisticamente significativas,
disminuye los niveles de materia organica, lo que nos puede indicar que
este tipo de biodesinfectantes ayudan a su mineralizacion, esto puede tener
gran interés en suelos con elevados contenidos en matera organica (Tabla 9).
Por ello convendria estudiar en un futuro si la incorporacion de vinaza facilita la
descomposicion de aquellas materias organicas que tienen altos contenidos en
fibras y sobre todo en lignina. Ademas se puede observar con claridad
como aumenta el pH y disminuye la conductividad eléctrica segin se
incrementa la dosis de vinaza.

Con respecto a los elementos nutritivos principales (NPK) no se observan
diferencias estadisticamente significativas, debido principalmente a que no se
introducen en el suelo grandes cantidades, puesto que el valor como fertilizante
de las vinazas de vino es escaso en estos nutrientes. Con respecto a los
demas macronutrientes, tampoco se observan diferencias estadisticamente
significativas. Por el contrario si existen diferencias en los micronutrientes,
sobre todo en Fe y Cu, que aumentan segun se incrementa la dosis de
tratamiento. No se observa que estos valores puedan ser perjudiciales
para la planta (Fig. 23), pero este hecho debe de tenerse en cuenta si se
van a aplicar estos subproductos de forma reiterada.

En un suelo arcilloso basico del Campo de Cartagena (Murcia), después de
haber aplicado las vinazas de vino en condiciones controladas de laboratorio,
no se observan diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
materia organica (Tabla 12), esto se puede deber a que el contenido de materia
organica es menor que en el caso de los suelos del experimento en Villa del
Prado (Madrid). En relacion con los niveles de elementos principales en
este caso se observan diferencias estadisticamente significativas en el
Niotat Y €n P205, que disminuyen. Los valores de Nyt disminuyen segun se
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aumenta la dosis, lo cual nos hace suponer de nuevo que las vinazas de vino
ayudan a mineralizar los compuestos organicos. El valor del P,05 parece légico
que disminuya, puesto que en los procesos de biodesinfeccion lo que se
pretende es que los gases resultantes de la descomposicion de la materia
organica sean los que actuen, para ello es necesario que se reproduzcan los
microorganismos del suelo que necesitan y consumen fosforo. En los demas
macroelementos, del mismo modo que ocurre en Villa del Prado (Madrid), se
observan algunas diferencias estadisticamente significativas, que son bajas.
Estas diferencias se deben a que este tipo de enmiendas aportan aunque
sea en pequeinas cantidades, microelementos que pueden llegar a ser de
interés, cuando sus niveles en suelo son escasos. Lo mismo se puede
observar en el caso de Villa del Prado (Madrid) el incremento de metales
pesados en suelo no presenta valores perjudiciales. Ademas hay que destacar
que en este caso diminuyen los niveles de Zn, que dependen del aumento
del pH o que se formen complejos al reaccionar el Zn con las vinazas.

Los resultados de fertilidad quimica en el experimento realizados en un suelo
arenoso basico de El Perelld (Sueca, Valencia), en el que se utilizan la misma
dosis (5 ml) pero diferentes subproductos de la industria alcoholera, se
encuentra que las vinazas de lias son las Unicas que presentan diferencias
estadisticamente significativas con respecto al testigo en la mayoria de
parametros estudiados y en especial de N, K*, Ca?*, Na*, Mn?*. Como se
ha comentado en los experimentos anteriores, se puede observar que la vinaza
de vino disminuye la materia organica, aunque no se observan diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo las vinazas de lias aumentan los
contenidos de materia organica de suelo, resultado que es bastante coherente
debido a su composicién, que es mucho mayor en materia organica con
respecto a los demas subproductos.

En referencia al pH, todos los subproductos utilizados lo incrementan. La
conductividad eléctrica es muy similar en todos los tratamientos,
observandose la misma tendencia de disminucién que ocurre en los
demas experimentos cuando se utilizan vinazas de vino.

Con respecto a los elementos nutritivos principales cabe destacar, que al igual

que ocurre en otros experimentos disminuye el contenido en P,05 con todos
los subproductos utilizados, debido principalmente al aumento de la
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actividad biolégica. De los demas macronutrientes se observa que las
vinazas de vino y en cierta medida las de piquetas disminuyen los contenidos
en Ca*" y a su vez en COs* y CaCOs con respecto al testigo. En cuanto a los
micronutrientes, se observan principalmente diferencias estadisticamente
significativas con respecto al testigo en los niveles de Fe, lo cual nos indica
que este tipo de enmiendas son aptas para la restitucion en los suelos que
tienen altos contenidos en calcio, como puede ser el suelo en el que se ha
realizado este experimento. Al igual que ocurre en otros experimentos aumenta el
contenido en Zn, por lo que se deben tomar precauciones cuando este tipo de
enmiendas vayan a realizarse frecuentemente.

Los resultados de fertilidad después de la biodesinfeccion en campo, se
recogen en la Tabla 21. Se analizaron a dos profundidades, para determinar si
el producto penetraba en profundidad o se quedaba en superficie. Se
compararon los tratamientos con un testigo en el cual se realizé solarizacién,
pero no se le aporté ningun tipo de fertilizante. De mismo modo que ocurre en
los experimentos de realizados en laboratorio en condiciones controladas,
disminuyen la materia organica y la conductividad con respecto al testigo
solarizado, aunque en este caso no se observo ninguna diferencia en el pH.
En los datos de Niotar S€ Observa una ligera tendencia a disminuir, segun se
aumenta la dosis, lo cual nos viene a confirmar que las vinazas ayudan a
mineralizar los compuestos organicos.

En los tratamientos con vinazas, cuando se aplican de forma reiterada en un
vinedo, se observé que se produce un incremento de la materia organica,
conductividad eléctrica, Ny, P20s, K*, Mg®*, Na*, Fe, Cu y Zn, disminuyendo
el pH, Ca* y Mn?, encontrando que la acumulacion de estos parametros se
produce en el inicio del ramal de goteo, siendo menores los valores segun nos
alejamos de él (Tablas 27, 28).

No se observan diferencias estadisticamente significativas, por lo que se
considera que no hay ningun efecto negativo de las dosis de vinaza aplicadas
al suelo sobre las plantas. Se debe indicar que todas las plantas del testigo
murieron a los seis dias, considerandose que puede ser debido a la presencia
de los nematodos del género Meloidogyne existentes. Se consideré que el
experimento era de interés para estudiar el efecto fertilizante de las vinazas de
vino sobre las plantas (Tabla 10)
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Cuando durante un mes se cultivan tomates cv Marmande, sensible a
Meloidogyne en suelos de diferentes caracteristicas que han sido sometidos a
tratamientos con diferentes concentraciones de los subproductos industriales
de la industria vitivinicola, no se observan diferencias estadisticamente
significativas con el testigo, por lo que se considera que no hay ningun efecto
negativo de las dosis de vinaza aplicadas al suelo sobre las plantas. Por el
contrario se encuentra una reduccion del indice de nodulaciéon de Meloidogyne
en todos los tratamientos con relacion al testigo, especialmente en las vinazas
sélidas (Tablas 10, 13, 15, 17, 18). Tampoco se observan diferencias
significativas entre los tratamientos con vinaza y la solarizacién sobre los
parametros estudiados en la planta (Tabla 20).

Los resultados del test de fitotoxicidad sobre la germinacion de semillas de
Lepidium sativum L, muestran un ligero efecto depresivo en la aplicacion de
vinaza en la germinacién radicular, que presenta muy escasa dependencia a
la dosis de aplicacion. Los valores de longitud media de radicula (totalmente
independientes de la concentracion) sugieren que no hay interaccion entre las
fracciones solubles de la vinaza y el metabolismo de la planta. El experimento
se repitié con concentraciones al 10% v:v, y tampoco se observaron efectos
en la germinacion y el crecimiento de las plantulas, (Tabla 30, Fig. 23)
(Anexo: Fig. 7).

Cuando se compara el contenido de nutrientes en la raiz de remolacha tratada
con una testigo, se encuentra que en las tratadas disminuye el Ca®*, Na* y el P,
incrementandose el K* y Mg?*. En apio cultivado en suelos donde se aplicé
vinaza de vino se observa tanto en raiz como en hoja una disminucion del % de
Niota, Ca2*, Mg®*, Mn®* y Zn en los tratamientos de vinaza, incrementandose el
K, Cu y Ni, mientras que el P disminuye en la raiz pero se incrementa en la
hoja y el contenido en Pb es cero (Tabla 34).

En vifiedos en regadio cultivados en espaldera de la zona de Socuéllamos
(Ciudad Real) donde se viene aplicando reiteradamente vinaza de vino, se
estudié el efecto de estas aplicaciones sobre la calidad del mosto, al
compararlas con un vifiedo convencional cultivado con las mismas técnicas
agronomicas pero sin vinaza que actué como testigo encontrandose (Tabla 36)
que los contenidos de K" en la variedad Cencibel del testigo pueden
considerarse normales para esta variedad, mientras que el K en los mostos
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procedentes de las vifias regadas con vinaza de vino son mas elevados. Pero
lo normal, es que la variedad Cencibel acumule K* y azlcares en la época del
envero y maduracion, siempre que esté en condiciones favorables de humedad
y en la practica no se debe considerar que el alto contenido de K* en el mosto
dependa de la disponibilidad de agua que tiene la vid y no de los contenidos en
suelo. Por ser la cantidad de riego muy similar tanto en las fincas
convencionales como en las tratadas con vinaza, se puede considerar que el
alto contenido en K" depende de la aplicacion de vinaza, que permite que la
variedad Cencibel lo acumule de modo normal. No se observan diferencias
significativas en el contenido de azucar teniendo en cuenta los valores de
grados Baume pero ello depende del rendimiento de las cepas, informacion de
la que no se dispuso (Diez Rojo 2006).

Es necesario senalar que la aplicacion de enmiendas organicas como
biodesinfectantes deben formar parte de una accién integrada en el
manejo agronémico de los cultivos, con especial atencién al disefio de
los programas de fertilizacion, segun sea el tipo de suelo, el cultivo y
sobre todo la época de aplicacion de los biodesinfectantes.

VI1.3. Manejo agronémico de subproductos agrarios y biodesinfecciéon

En relaciébn con el objetivo sobre el manejo agrondmico de subproductos
agrarios y biodesinfeccion, se realiza un analisis de la Produccién Integrada
(PI) en el cultivo de la vid en Espafia, que se regula a partir del Real Decreto
1201/2002 (BOE num. 287, de 30 de noviembre de 2002), donde se hace
referencia al hecho de que la modernizacion de la agricultura implica la
utilizacion de métodos y técnicas agricolas mas respetuosos con el
medio ambiente y donde se obtengan alimentos mas saludables. Las
CCAA son las responsables de la aplicacion de la normativa de Pl en su
comunidad desarrollando sus propios reglamentos, que al mismo tiempo
se integran con los programas horizontales de ayudas agroambientales a los
agricultores y ganaderos, que contienen todas aquellas medidas de obligado
cumplimiento para todas las CCAA, donde se introducen los factores que
regulan la condicionalidad y modulaciéon (Reglamento 1259/1999), entre los
cuales podemos sefalar algunos como: las Buenas Practicas Agrarias (BPA),
actualmente Buenas Condiciones Agrarias y Medioambientales (BCAM), y las
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medidas agroambientales sensu estricto en las que el agricultor se compromete
a realizar practicas agrarias mas respetuosas con el ambiente.

Para ello se crean las Agrupaciones de Tratamientos Integrados en Agricultura
(ATRIA’s) como instrumentos para impulsar el manejo integrado a nivel
regional, que actualmente se denominan Agrupaciones de Produccion
Integrada en Agricultura (APRIAS). En consecuencia, el presente Real
Decreto, establece las bases técnicas para regular la produccién
integrada a nivel nacional, sin olvidar las peculiaridades de cada CCAA.
En el caso concreto del cultivo de la vid, esta normativa se diferencia por CCAA
mediante las Normas Técnicas Especificas de Produccion Integrada en
viia que, hasta el dia de hoy, han entrado en vigor en las CCAA de Andalucia
(afio 2005), Canarias (2005), Castilla y Ledn (2003), Catalufia (2005), Galicia
(2005), Murcia (1998), Pais Vasco (2004) y Valencia (2003), quedando
desprovistas de esta normativa Aragon, Asturias, Baleares, Cantabria, Castilla-
La Mancha, Extremadura, Madrid, Navarra y La Rioja.

La presente normativa establece en cuanto a las técnicas de manejo de cultivo,
y especialmente las relativas al suelo, preparacion del terreno y laboreo,
material vegetal, plantacion y replantacion de viinedo, fertilizantes y
enmiendas organicas, lo siguiente:

1. En lo referente al suelo, la preparacion del terreno y el laboreo, es
obligatorio mantener y mejorar la fertilidad del suelo mediante el
mantenimiento de la biodiversidad del agrosistema, la proteccion del
suelo con una cubierta vegetal cultivada o no, y la minima perturbacion
del suelo. Ademas, se deben eliminar las malas hierbas y restos
vegetales de cultivos anteriores en la forma adecuada, pudiendo quedar
los restos sobre el suelo cuando no presenten un riesgo de transmision
de plagas o enfermedades vegetales, 0 en agricultura de conservacion.
Las labores agricolas deben realizarse respetando al maximo la
estructura del suelo y, a ser posible, sin volteo. Asi mismo, se tendra en
cuenta la pendiente del terreno para su adecuada conservacion del
mediante el minimo laboreo y la construccién de obras de conservacion
(terrazas, bancales y lomas). Queda prohibida la desinfeccién del
suelo mediante tratamientos quimicos, salvo casos técnicamente
justificados y autorizados por el organismo oficial correspondiente, y
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emplear herbicidas no selectivos, de larga persistencia, alta
volatilidad o lixiviables, que no estén inscritos en el Registro Oficial
de Productos Fitosanitarios.

Las diferencias por CCAA hacen referencia a la utilizacion de cubiertas
vegetales que mejoren la fertilidad del suelo, incrementen la diversidad
edafica y minimicen los procesos de erosion y escorrentia en los meses
de invierno. De manera que Andalucia, Canarias, Galicia, Catalufia, Castilla-
Ledn y Valencia sugieren la incorporacion de especies mejorantes, tales
como cereales y leguminosas. En su defecto, Andalucia propone utilizar restos
de poda triturados, mientras que Galicia propone utilizar el mulching o el
flameado.

En general, todas las CCAA, excepto Galicia, plantean como problema limitante
de la PI el control fitosanitario antes de la plantacién, ya que se prohibe la
desinfeccion quimica del suelo para erradicar agentes patégenos de la
vid. De entre estos, solo se tiene en cuenta el hongo Armillaria mellea y el
nematodo Xiphinema index, transmisor del virus del entrenudo corto
(GFLV). En este sentido, la mayor parte de las Normas Técnicas Especificas
de Pl en Vifa obligan a dejar el terreno en descanso durante un intervalo
de tiempo que va desde un afio para Andalucia, Murcia y Canarias; tres afnos
para Galicia, Castilla y Leon y Pais Vasco, mientras que para Catalufa y
Valencia es de cuatro afios, llegandose a recomendar 6-10 afios en caso de
haber observado presencia de hongos o virosis trasmitidas por nematodos. De
entre las diferentes CCAA que hacen referencia a la incidencia de agentes
patdgenos, Canarias es la unica CCAA que establece la especie concreta:
X.index como transmisor del GFLV. Otras CCAA como Andalucia se refieren
a todo el género Xiphinema spp. como agente patdégeno o transmisor del
GFLV, lo cual puede inducir a problemas graves, puesto que no todas las
especies del género Xiphinema transmiten el GFLV.

Andalucia, Canarias y Cataluia son las unicas CCAA que aplican medidas
especificas de desinfeccidon del suelo, recomendandose por vez primera la
biodesinfeccion en el caso de Andalucia y Canarias como técnica de
control para eliminar nematodos transmisores de virus que afectan a la
vid. Estas autonomias recomiendan también la solarizacion del terreno,
aunque Bello et al. (2004) observan que no es eficaz pues los nematodos se
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desplazan hacia horizontes mas profundos en el suelo. El Pais Vasco permite
la desinfeccion quimica en presencia de nematodos, siempre y cuando lo
autorice el técnico responsable, Andalucia llega a permitir la desinfeccidn
quimica, cuando existan problemas de virosis, siempre y cuando el analisis
nematolégico determine la presencia de Xiphinema. Algunas CCAA, como
Andalucia, Canarias, Cataluna, Galicia y Pais Vasco recomiendan la
eliminacion de los tocones y raices del cultivo anterior, a la maxima
profundidad posible, ya que los antiguos vifiedos de la explotacion pueden
contener el agente trasmisor de virus.

2. En cuanto a la siembray replantacién de vides, es obligatorio emplear
material vegetal procedente de productores oficialmente autorizados v,
en su caso, certificados y con el correspondiente pasaporte fitosanitario.
Emplear, si existen, variedades resistentes o tolerantes a alguna de las
enfermedades importantes y adaptadas a las condiciones locales. Se
emplearan patrones adaptados a las condiciones edaficas de cada zona
y no sensibles a patologias habituales. Ademas, se debera analizar
previamente la incidencia de virosis o problemas fungicos. ElI material,
densidad, momento y dosis de siembra, rotaciones, marco de plantacion
y posibilidad de asociacion con otros cultivos, se adaptaran a las
condiciones locales. Queda prohibido el uso de patrones, combinaciones
injerto-patron, o variedades especialmente sensibles a determinadas
enfermedades de relevancia en la region. Asi como la asociacion de
diferentes cultivos lefiosos, cuando sean incompatibles con los requisitos
de la PI.

Aunque el material vegetal debera proceder de productores oficialmente
autorizados, certificados y con el correspondiente pasaporte fitosanitario,
existen algunas salvedades por CCAA. En Andalucia, el material vegetal
debera estar inscrito en el Registro Oficial de Semillas y Plantas de Vivero. En
Canarias, la unica region donde se permite la plantacién sin patrén, se
emplearan sarmientos sin enraizar y en periodo de parada vegetativa,
pudiéndose obtener el material vegetal por el propio agricultor para
realizar plantaciones en su finca, previa declaracion por el responsable del
mismo e inspeccion del organismo de control pertinente. En Catalufia, el
material vegetal debera proceder de plantaciones que estén inscritos en el
Registro Oficial de la UE, con el correspondiente pasaporte fitosanitario CEE
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del Reglamento Técnico de Control y Certificacion en vifia, permitiéndose la
utilizacién de variedades que no estén inscritas en el registro, siempre sobre
portainjertos certificados.

En las Autonomias de Canarias, Galicia, Pais Vasco, Valencia y Murcia es
obligatorio emplear variedades tolerantes o resistentes a enfermedades
importantes y adaptadas a las condiciones locales recomendadas por las
autoridades regionales o por el Reglamento de cada DO. Concretamente, en
Andalucia se recomienda la utilizacion de patrones resistentes a los nematodos
del género Meloidogyne, sin referenciar la especie de la que se trata.
Excepcionalmente, en esta CCAA podra utilizarse variedades locales no
certificadas siempre y cuando sea reconocido por la autoridad competente,
hasta que exista el Registro de Variedades Locales. Algunas CCAA, como son
Cataluia, Valencia y Murcia, requieren ademas una autorizacién previa para
tener plantaciones de viia en PI.

En cuanto al obligatorio cumplimiento del diagnostico sobre la incidencia de
virosis o problemas fuingicos en fincas nuevas o en replantacién, tenemos
que Andalucia recomiendan verificar el estado fitosanitario de la parcela en PI,
Canarias conocer el grado de susceptibilidad a plagas de cada variedad local,
asi como la incidencia de plagas en la zona, Castilla y Leodn realizar un analisis
previo de nematodos. Aunque no se menciona de forma explicita el diagnéstico
constante de incidencia de organismos patdégenos, en concreto, ataques de
hongos o nematodos vectores del GFLV, el Pais Vasco es la unica CCAA que
recomienda realizar una inspeccion visual cada 6 afos para observar la
incidencia de virus. Sin embargo, la normativa establece que en muchos
vinedos se puede restringir la Pl cuando el porcentaje de plantas
infectadas sea mayor al 20% (Valencia), 25% (Castilla y Ledn) 6 50% (Pais
Vasco y Murcia). Estas son las cuatro CCAA que no presentan ninguna
alternativa a la desinfeccion quimica del suelo, como puede ser la
biodesinfeccion, y proponen como unica alternativa incrementar el
periodo de descanso por mas de seis anos, lo cual es impensable desde el
punto de vista de rentabilidad econémica del vifiedo.

Todas las CCAA prohiben la asociaciéon de especies de diferentes cultivos,

justificando que ello implica diferente manejo agronémico. Sin embargo, se
reitera en diversas ocasiones el interés de mantener una cubierta vegetal con
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cultivos mejorantes, tales como leguminosas o cereales, previa a la plantacién
para mejorar la fertilidad, estructura y contenido de materia organica del suelo,
este es el caso de Andalucia, Canarias, Galicia, Cataluia, Castilla y Ledn y
Valencia.

3. En la fertilizacién y utilizacion de enmiendas orgénicas, se realizara
un programa de fertilizacion para cada unidad de cultivo y rotacion (si
existe cultivo mixto) potenciando la aportacion de fertilizantes
naturales y reduciendo al maximo los quimicos de sintesis. Para
ello, se requiere de un analisis previo de la finca en el momento de
integrarse al programa de PI, que debe de revisarse de modo
permanente, al menos, cada cinco afios. Cuando se aporte materia
organica ésta debera contener un minimo de metales pesados,
patdgenos u otros productos téxicos que no sobrepasen los limites
legales establecidos, siendo obligatorio mantener un nivel minimo de
materia organica en el suelo. También, debera definirse la maxima
cantidad de nitrégeno aplicado, asi como el momento de cada
aplicacién, dosis y férmula del fertilizante, mientras que los
oligoelementos se aplicardn solo cuando el andlisis justifique su
carencia. Se realizaran enmiendas organicas para optimizar el pH
del suelo al cultivo, asi como cuando las caracteristicas fisico-quimicas
del suelo lo aconsejen. Los purines y demas residuos semiliquidos
provenientes de explotaciones ganaderas seran tratados por alguno de
los sistemas de depuracion conocidos. Se realizara un seguimiento
analitico del cultivo para comprobar que el programa de fertilizacién es
eficiente. Quedando prohibido superar la cantidad maxima tolerable
por hectarea y afio de nitrégeno total, metales pesados, patégenos
y otros productos toxicos y la aplicacién de nitrégeno nitrico en los
margenes de corrientes de agua.

En general, en todas las CCAA con PI de vid se recomienda mantener unos
niveles minimos de materia organica en el suelo (1-2%) y aplicar un 20%
del nitrégeno necesario para el cultivo en forma de compost organo-
mineral de estiércol, aplicado de manera fragmentada a lo largo del afo. Las
concentraciones de nitrégeno mineral se deben adaptar a las demandas de la
variedad, tipo de cultivo y zona. Existen otras medidas en cuanto al manejo de
la explotacidn como son las técnicas de poda, riego, control integrado de
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plagas y enfermedades, o utilizacion de herbicidas, con diferencias para cada
CCAA, que no son de interés en este trabajo que se centra en la utilizaciéon de
subproductos agrarios como mejorantes en la replantacion de vifa.

La biodesinfeccion es una alternativa valida, tanto en agricultura integrada
como en ecolodgica, puesto que en lo referente al suelo, es obligatorio mantener
y mejorar la fertilidad del suelo mediante el mantenimiento de la biodiversidad
del agrosistema. De entre las diferentes comunidades autbnomas que hacen
referencia a la incidencia de agentes patdgenos, Canarias es la unica CCAA
que senala la especie concreta: X. index como transmisor del GFLV. Se
concluye en el trabajo que mediante la aplicacion de la biodesinfecciéon como
técnica de desinfeccion de suelos se puede reducir el periodo de descanso a
tres afios para evitar el riesgo de nematodos transmisores de virus. Se debe
resaltar que en la mayoria de los casos se refieren solo al género Xiphinema
como agente transmisor del GFLV, lo cual puede inducir a problemas graves,
puesto que no esta demostrado que todas las especies del género Xiphinema
transmiten el GFLV.

Por ultimo se han analizado los sistemas de produccidn en agricultura
ecoldgica (AE), que se regulan mediante el Reglamento CE n°® 2092/91 de 24
de junio de 1991, sobre la produccién agricola ecolégica y su indicacién
en los productos agrarios y alimentarios. Los antecedentes que han llegado
a constituir la presente normativa se fundamentan, en primer lugar, en la
creciente demanda de productos agrarios y alimentarios ecolégicos en
Europa, el precio mas alto de los productos ecoldgicos en el mercado y el
equilibrio oferta-demanda de los productos agrarios. Ocupando un segundo
lugar, la proteccién del medio ambiente y el mantenimiento del medio
rural, mediante la puesta en practica de un método de produccion de
alimentos menos intensivo y mas respetuoso con el medio ambiente, que
frena las practicas agrarias de los sistemas productivos intensivos originados
tras la llamada Revolucion Verde. A diferencia de la produccion integrada que
en Espafa se regula segun el Real Decreto 1201/2002 (BOE num. 287, de 30
de noviembre de 2002), en la produccion ecolégica no existe una normativa por
region o CCAA, sino que la Normativa de la UE es de ambito general a
todas las regiones de Europa. Puesto que la AE constituye un método
especifico de produccion con respecto a la explotacién agraria, requiere de la
aplicacién/normalizacion de algunas practicas agrarias. En cuanto a la
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produccion ecolégica de vegetales y productos vegetales, |la Normativa de

la UE establece lo siguiente:

174

1. Un periodo de reconversion de al menos dos afios antes de la

siembra. En el caso de praderas, de al menos dos afios antes de su
explotacion como pienso procedente de AE. En el caso de cultivos
vivaces distintos de praderas, de al menos tres afios antes de la
primera cosecha de productos. No obstante, la autoridad o el
organismo de control podra reconocer el tiempo anterior a la
reconversion en AE de manera retroactiva en el caso de parcelas
que hayan desarrollado métodos de produccion agraria
compatibles con las exigencias del medio ambiente y la
conservacion del espacio natural, asi como terrenos naturales o
agropecuarios que no hayan sido tratados con alguno de los productos
prohibidos en esta normativa. En todo caso, el organismo de control
podra decidir, con el permiso de la autoridad competente, que se
prorrogue el tiempo de reconversion a AE.

La fertilidad y la actividad bioldgica del suelo, deberdn ser
mantenidas o incrementadas, mediante diferentes técnicas de manejo,
como son el cultivo de leguminosas, abono verde o plantas de
enraizamiento profundo, con arreglo a un programa de rotacién
plurianual adecuado; la incorporacién de estiércol procedente de
ganaderia ecologica, en cuyo caso la cantidad total de estiércol
permitido por explotacién no podra superar los 170 kg de N/ha afio;
o mediante la incorporacién de cualquier otro material organico,
convertido en abono o no, procedente de las explotaciones cuya
produccion se atenga a la presente normativa. Excepcionalmente,
podran emplearse otros fertilizantes organicos o minerales para el
acondicionamiento del suelo y la adecuada nutriciébn del cultivo en
rotacion. Para la activacion del compost, se permite la utilizacion de de
preparados a base de vegetales o0 microorganismos que no estén
modificados genéticamente. También se permite la utilizacién de
preparados biodinamicos a base de polvo de roca, estiércol de granja y
vegetales. Podran adicionarse al terreno algunos preparados a base de
microorganismos que no estén modificados genéticamente, para mejorar
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el estado de los nutrientes en los cultivos, cuando la necesidad de dicho
uso este autorizada por el organismo de control.

Entre los fertilizantes autorizados por este reglamento, se incluye ademas de
estiércoles animales y abonos verdes, los residuos domésticos compostados o
fermentados, cuyas concentraciones en mg/kg de peso seco no superen las
siguientes: cadmio: 0,7, cobre: 70, niquel: 25, plomo: 45, zinc: 200, mercurio:
0,4, cromo total: 70, cromo (IV): 0. Y se permite la utilizacién de vinazas y
extractos de vinazas, excluidas las amoniacales, como fertilizantes del
suelo.

3. Lalucha contra los parasitos, enfermedades y malas hierbas debera
realizarse mediante la accion conjunta de las siguientes medidas la
seleccion de las variedades y especies adecuadas, un adecuado
programa de rotacion de cultivos, medios mecéanicos de cultivo,
proteccion de enemigos naturales de los parasitos, o la quema
autorizada de malas hierbas. Podran emplearse productos que no
estén autorizados para luchar contra plagas o enfermedades vegetales
para el cual no existan alternativas ecolégicas, fisicas, de cultivo o
seleccién de variedades, cuya utilizacién no afecte de forma indirecta las
partes comestibles por la presencia de productos residuales, no
contribuya en la degradacion del medio ambiente ni tenga como
resultado la contaminacion del mismo.

4. Las semillas o el material vegetal utilizado en AE debera certificar su
origen o procedencia, descartdndose los OMG. Excepcionalmente,
podran emplearse semillas tratadas con productos que no figuran en la
presente normativa, siempre y cuando el usuario de dichas semillas
pueda demostrar la imposibilidad de adquirir en el mercado semillas no
tratadas de una variedad adecuada de la especie de cultivo.

En AE se recomiendan al menos tres afnos antes de la primera cosecha de
productos. No obstante, la autoridad o el organismo de control podra reconocer
el tiempo anterior a la reconversién en AE de manera retroactiva en el caso de
parcelas que hayan desarrollado métodos de produccidn agraria compatibles
con las exigencias del medio ambiente y la conservacion del espacio natural.
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Se permite la utilizacién de vinazas y extractos de vinazas, excluidas las
amoniacales, como fertilizantes del suelo.

Olmeda et al. (2003) sefialan que si se parte de la hipotesis de que la superficie
vitivinicola disminuye aproximadamente 5000 ha al afio (frente a las 56.000 ha
afo que disminuia hasta el afio 1996) y que los rendimientos, desde hace unos
diez afios, no aumentan de forma significativa, puede calcularse que en las
préximas campafas la produccion de vino se situara alrededor de una media
de 158 millones de hl. Por otro lado, se calcula que los consumos internos
oscilaran en torno a los 148 millones de hl (incluidas las cantidades destinadas
a la destilacion para alcohol de consumo), lo que puede representar una
reduccion de unos 13 millones de hl respecto a campainas anteriores,
debido principalmente a la continua disminucion del consumo directo pasando
de 34,3 | en 1996-1997 a 30,6 | por persona en 2001-2002. Si se tiene en
cuenta las importaciones procedentes de terceros paises, puede deducirse
que, sin contar la variacion de las existencias, el plan de previsiones de
abastecimiento para la campania 2002-2003 deberia arrojar unos excedentes
medios de 5,3 millones de hl. Por otra parte en los anos de malas cosechas, el
mercado comunitario del vino podria resultar deficitario por un volumen
aproximado de seis millones de hl. Si se da esta ultima condicion caracterizada
por escasos excedentes de produccién, e incluso por producciones que no
puedan satisfacer toda la demanda interna, el régimen de arranque de vinas
estd abocado a perder importancia, circunstancia que ya empieza a
evidenciarse. Sin embargo, dado que el equilibrio actual del mercado es
tan precario, con riesgo de aparicion de nuevos desequilibrios, no se
debe apostar claramente por la conveniencia de levantar totalmente la
prohibicion de nuevas plantaciones. Lo que si parece deseable es
flexibilizar la circulacion de derechos de replantacion con el fin de
favorecer la produccion de vinos que cuenten con mayores salidas en el
mercado.

En los origenes de la OCM, las intervenciones comunitarias en el sector
vitivinicola se centraban especialmente en la reduccion del potencial de
produccion (medidas de arranque y limitacion de nuevas plantaciones) y en el
saneamiento del mercado a través de la destilacion. En la actualidad y
pensando en la situacion de futuro, los esfuerzos deberian centrarse en el
aumento de la competitividad de la producciéon comunitaria, no solo en el

176



Discusion y Conclusiones

mercado interior sino también, y de manera creciente en los mercados
internacionales. Ello supone la adopcion de medidas tendentes a acabar con
los desequilibrios cualitativos entre oferta y demanda, la aceleracion del ritmo
de renovacion de los vifiedos, la mayor racionalizacion de las estructuras de
produccion y la modernizacion de todas las etapas y procesos que intervienen
en la elaboracidn de los caldos, desde el embotellado hasta la comercializacion
y el marketing, pasando por la adaptacion de las bodegas, la organizacion de
los productores y la promocién, especialmente en determinados mercados
exteriores en expansion.

Conviene recordar que para aquellas regiones en las que la viticultura
desempena una funcién esencial en cuanto al desarrollo socioeconémico de
las regiones productoras, a menudo carentes de otras alternativas economicas
viables, se debiera evitar el abandono de la viticultura que ademas acompafa a
limitar la erosion del suelo y a la conservacion del paisaje, sin olvidar que la
viticultura como cualquier otra actividad agricola puede incidir negativamente
en el medio ambiente por la utilizacién intensiva de productos fitosanitarios y
abonos. Por ello es recomendable, y a la vez necesario, conseguir una perfecta
armonizacion del sector viticola dentro de los programas agroambientales que
tratan de fomentar la introduccion o el mantenimiento de métodos de
produccion compatibles con el respecto al medio ambiente y el mantenimiento
del entorno natural y paisajistico

Para el manejo agrondémico de los subproductos agrarios a través de la
utilizacién de la biodesinfeccion en el manejo de nematodos “formadores de
nddulos” del género Meloidogyne, se comenzd por la caracterizacion de razas y
biotipos de las poblaciones estudiadas (V.5), mediante el Test de
Hospedadores de Hartman y Sasser (1985) que ha sido modificado por
Robertson et al. (2005, 2006) que al incluir cultivares de pimientos y tomates
resistentes nos permiten diferenciar biotipos dentro de una misma raza y
estudiando su relacién con la flora arvense asociada al cultivo de vid (V.6). Se
encontré que las poblaciones de M. incognita en Castilla-La Mancha estan
representadas por las cuatro razas, con biotipos que son capaces de parasitar
tanto a los tomates como a los pimientos resistentes (Tabla 31).

Se encontré también en vifiedos de Quero (Toledo) y Socuéllamos (Ciudad
Real) mezcla de poblaciones de M. arenaria de la raza 3, capaz de parasitar a
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pimiento y M. incognita, lo que puede dar lugar a que algunas de las
poblaciones de campo se comporten como la raza 4 de M. incognita, un biotipo
altamente virulento que es capaz de parasitar algodén y tabaco, pudiendo
ademas producir infestacidon en raices de dos variedades de pimientos
resistentes, Carolina Wonder y Charleston Belle, e incluso a tomate cv Nikita
portadores del gen Mi de resistencia a M. incognita (Tabla 31). La gran
diversidad de biotipos encontrados en Castilla-La Mancha dificulta la
eficacia en la utilizacion de variedades resistentes. Las poblaciones
estudiadas en El Perelld (Sueca, Valencia) pertenecen a M. incognita raza 1,
que son capaces de parasitar a tabaco NC95 pero no aldogén DP61,
perteneciendo al biotipo tomate Mi, puesto que pueden parasitar a los tomates
portadores del gen Mi de resistencia, pero no a los pimientos resistentes (Tabla
32).

En las plantas adventicias asociadas al vifiedo, el uso de los indices de
nodulacién (Fig. 17) nos permite conocer el grado de infeccion por Meloidogyne
de un vifiedo y de este modo tomar las medidas de control oportunas, aunque
no hay que olvidar que la presencia de especies arvenses dentro del cultivo
puede crear problemas al servir de reservorio para las poblaciones de
nematodos, por lo que es de sumo interés evitar su presencia, sin olvidar que
pueden actuar como plantas trampas.

Por ultimo, la presencia de higueras aisladas cerca de los vifiedos nos permite
conocer con la brotacion de sus hojas los cambios de la temperatura del suelo,
y con ello la fecha de inicio de la actividad de las poblaciones de Meloidogyne,
que se pueden tomar de referencia para conocer el momento de aplicacién de
la vinaza, aunque hay que tener presente que las higueras pueden ser un foco
de infeccién por estar la mayoria de ellas parasitadas por los nematodos
“formadores de ndédulos” o por X. index, nematodo trasmisor del virus causante
del “entrenudo corto de la vid”. En relacion con X. index, debemos sefalar que
se ha comprobado que al parasitar la higuera el nematodo pierde el virus en
caso de que sea portador.

En el control de M. incognita se han encontrado alternativas quimicas que
pueden llegar a duplicar la produccion y apreciar una mejora en la calidad,
incluso con menor coste econdmico por basarse en el uso de recursos locales,
aunque se deben procurar utilizar dentro de un sistema de producciéon
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integrado, tratando de eliminar varios patdgenos a la vez, o por el contrario
utilizar alternativas ecoldgicas como el empleo de variedades tolerantes a
patdgenos, abonos verdes, técnicas culturales, biodesinfeccion, rotacién con
plantas resistentes, barbecho y la fecha de plantacion, basandonos para todo
ello en el comportamiento agroecoldgico del nematodo (Sterling 1991, Bello et
al. 2002, Garcia Alvarez et al. 2004a,b, Kerry e Hidalgo Diaz 2006). También
se utilizan residuos de origen agrario en el control de Verticillum dahliae asi
como en el control de otros organismos patdgenos en el suelo (Lazarovits
2004, Zhou y Everts 2004, Conn et al. 2005, Lazarovits et al. 2005, Mazzola y
Mullinix 2005). Estos trabajos han sido revisados por Ozores Hampton (2005),
Zinati (2005) y Porter et al. (2006, 2008), dentro de las investigaciones sobre
alternativas al bromuro de metilo, un potente destructor de la capa de ozono
estratosférica (TEAP 2006, MBTOC 2007). Recientemente nuestro equipo ha
identificado la presencia de sustancias volatiles de interés en el control de los
patdgenos del suelo en residuos de la industria remolachera y de la industria
vitivinicola (Fuente de la et al. 2007, Hernandez et al. 2007), que son de gran
interés para explicar el efecto biodesinfectante de la materia organica y su
acciéon como mejoradores del suelo, pasando al disefio los experimentos para
su aplicacion en vifiedos de Castilla- La Mancha (Anexo: Fig. 8).

Se deben destacar los resultados de los trabajos recientes de Guerrero et al.
(2006, 2008), Piedra Buena et al. (2006, 2007), Robertson et al. (2006, 2008,
2009, 2010), Conn et al. (2007), Gonzalez Lépez (2007), Lopez Cepero et al.
(2007), MBTOC (2007,2008, 2009, 2010), Santos et al. (2007, 2008), Torres et
al (2007), Villaseca (2007), Xiao et al. (2007), Yao et al. (2007) Avilés Gerrero
et al. (2008), Bello (2008), Bello et al. (2008), Diez Rojo et al. (2008a,b,c,
2009), Fernandez et al. (2008.), Fuller et al. (2008), Garcia Ruiz (2008),
Gimsing et al. (2008), Kirkegaard et al. (2008), LaMondia y Halbredt (2008),
Lazzeri et al. (2008), Mahran et al. (2008), Mumm et al. (2008), Pascual et al.
(2008), Porras et al. 2008, Porter et al. (2008), Romero et al. (2008), Ros et al.
(2008), Sahebani y Hadavi (2008), Urbano (2008), Verdejo Lucas et al. (2008),
Verdejo Lucas y Sorribas (2008), Vicente et al. (2008), Vilamar et al. (2008),
Abbasi et al. (2009), Garcia Ruiz y Garcia Bernal (2009), Garcia Ruiz et al.
(2009), Linan (2009), Lépez Cepero (2009), Talavera et al. (2009), Wachira et
al. (2009), Zanon (2009), Zanon et al. (2009), Castro Lizazo (2010), Diez Rojo
(2010), Garcia Bernal et al. (2010), Lopez Pérez et al. (2011).
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CONCLUSIONES

La aplicacion de vinazas resultantes de la industria vitivinicola cuando
el vino se destina para la obtencion de alcohol en ensayos
desarrollados “in vitro”, con diluciones al 5%, resulté eficaz a los 45
minutos de su aplicaciéon en el control de X. index, nematodo vector
del virus causante de la enfermedad del “entrenudo corto infeccioso
de la vid”, que es la principal causa para la desinfeccion de suelos en
la replantacion del vihedo. Se confirma también la eficacia de
diluciones mas bajas de vinaza, al 2, 1y 0,2%, aunque el control total
del nematodo se prolonga hasta un periodo de tres horas.

Las diluciones de vinazas procedentes de la industria vitivinicola al
5%, resultaron eficaces en el control de los nematodos formadores de
nodulos del género Meloidogyne, principalmente de las especies M.
arenaria y M. incognita, que plantean problemas graves en los vifiedos
de nuestro pais, asi como en cultivos hortofruticolas, alcanzando su
mayor eficacia después de tres horas de la aplicacion de la vinaza. Se
observo que diluciones menores del 2, 1 y 0,2% eran eficaces en el
control del nematodo aunque era mayor la duracion del periodo de
exposicion.

Se observa que algunos individuos pueden recuperarse cuando las
placas de Petri, donde se realizan los ensayos “in vitro”, se destapan
antes de terminar el periodo 6ptimo de exposicién de los nematodos a
la accion del subproducto. Por ello, se considera que el efecto de las
vinazas es nematostatico, lo cual es fundamental tenerlo en cuenta en
los disefios de los protocolos de aplicacion, al mismo tiempo que nos
permite afirmar que el efecto se debe principalmente a los gases
liberados por el subproducto, por lo cual puede considerarse su
accion biodesinfectante.

Para la aplicacién de vinazas procedentes de la industria vitivinicola
como biodesinfectantes en las condiciones de campo, teniendo en
cuenta que las diluciones del 5% resultaron eficaces en los ensayos
realizados en condiciones controladas de laboratorio para la
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eliminacién total de los nematodos, hay que sefalar que es necesario
establecer las dosis O6ptimas en funcion del cultivo y disenar
protocolos de aplicacién adaptados a las diferentes condiciones de
campo.

Para lograr una mayor eficacia de los tratamientos con vinazas en el
manejo de los nematodos, se recomienda como medidas culturales la
necesidad de eliminar las raices vivas del suelo, ya que pueden actuar
de reservorio de patdgenos pudiendo producir reinfecciones en el
nuevo cultivo. Esta recomendacién se debe tener muy en cuenta en la
replantacion del vifiedo, puesto que las raices actuan como reservorio
del virus causante del “entrenudo corto de la vid”. Para ello seria
necesario realizar labores profundas y frecuentes que permitan la
eliminacion de las raices durante el periodo de barbecho, ademas es
imprescindible tener muy en cuenta la utilizacion de material
certificado libre de virus en la replantacién del vifiedo.

En cuanto al valor de las vinazas como mejoradores del suelo
respecto a su fertilidad fisica y quimica, en el caso de las vinazas
aplicadas a dosis bajas, de 2-4 I/m?> se mantiene constante o se
reduce el contenido de materia organica, como podria corresponder
en el segundo caso a un incremento de la actividad microbiana del
suelo tras la aplicacion de un material de rapida biodegradacién.
Desde el punto de vista de su contribucién a la formacién de humus
estable, el efecto mas significativo de la vinaza reside en su rapida
insolubilizacion en el suelo y su incorporacion a las sustancias
humicas preexistentes. En el caso de las aplicaciones repetidas, las
nuevas propiedades adquiridas conducen a una estabilizacién de la
estructura de los suelos y a una impermeabilizacion de los agregados,
con efecto positivo respecto a la resistencia frente a la erosién y a la
accidén mecanica de la maquinaria de cultivo. En estos casos, son muy
significativos los incrementos en la conductividad eléctrica, y el
contenido en C, MO, N, K, P, Na*, Mg®* y Fe, disminuyendo el pH y
las concentraciones de Ca** y Mn?".

La aplicacién de las vinazas procedentes de la industria vitivinicola
como biodesinfectantes en suelo, pueden incrementar su
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biodiversidad, especialmente de los nematodos saprofagos del grupo
de los rabditidos y los enquitreidos pertenecientes al grupo de los
oligoquetos, que son organismos fundamentales en la dinamica de la
materia organica especialmente cuando se aplican vinazas solidas.
Por el contrario, se observa una disminucion de los nematodos del
grupo de los dorilaimidos en la mayoria de los tratamientos, que son
muy sensibles a los cambios ambientales que tienen lugar en el suelo,
aunque su interés se centra fundamentalmente en su valor como
bioindicadores.

No se han observado efectos negativos de la biodesinfeccion con
vinazas de la industria vitivinicola sobre la planta ni sobre el
medioambiente, al no encontrarse tampoco contenidos elevados de
metales pesados en los lixiviados y los niveles de N llegan a ser
menores en determinados casos con respecto a los testigos.

La utilizacién de las vinazas como biodesinfectante es una alternativa
en la biodesinfeccion de suelos que puede aplicarse tanto en
produccion integrada como en agricultura ecoldgica, donde no esta
permitido el uso de desinfectantes quimicos. En el caso del viiedo se
recomienda dejar el terreno en descanso al menos dos afios para
controlar las enfermedades de origen edafico como son los
nematodos trasmisores de virus, este periodo coincide con el exigido
para la reconversion a agricultura ecolégica y en algunos de los
reglamentos de produccion integrada. La biodesinfeccién es una
alternativa de desinfeccion de suelos que ha sido aceptada en los
reglamentos de produccion integrada de Andalucia y Canarias.

Se recomienda que antes de la aplicacion de las vinazas como
biodesinfectantes es necesario hacer un analisis previo del suelo para
comprobar la existencia de organismos patégenos, al mismo tiempo
se debe observar la presencia de sintomas producidos por virus o
nematodos en la planta, puesto que en el caso de que estos
patdgenos no fueran detectados en el cultivo, la aplicacién de estos
subproductos estaria enfocada a la mejora de los suelos y bastaria
para ello establecer unas labores preparatorias en el terreno.
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Se destaca desde el punto de vista econdmico, que el nematodo X.
index, por ser vector de las virosis del “entrenudo corto” (GFLV)
pueden producir perdidas superiores al 50% en los vifiedos, y los
nematodos del género Meloidogyne vienen causando una reduccion
de al menos el 10% de la produccion de los cultivos horticolas de
nuestro pais, pudiendo llegar en algunos casos a la perdida total de la
cosecha, especialmente en Andalucia, Levante y Canarias. La
relacién de costes entre biodesinfecciéon y desinfeccion quimica
para una ha en suelos de textura media es de 924 €/ 2175€ = 0,42, lo
que indica que el coste de la desinfeccidn de una hectarea mediante
biodesinfeccion supone un 42% con respecto a la desinfeccion
quimica (100%). Por tanto el monto total, de aproximadamente 40
millones de € por campaina para la desinfeccion del vifiedo en
Espana utilizando recursos publicos, podria reducirse a mas de la
mitad utilizando biodesinfeccion.

No se ha observado que la biodesinfeccion tenga efectos negativos en
la salud de los consumidores, ni en el medio ambiente, no tiene
limitaciones de uso dentro de los reglamentos de produccion integrada
0 ecologica, permitiendo la utilizacion de recursos locales en el
manejo de patdégenos de las plantas, disminuye los costes de
produccion y convierte a la agricultura en una alternativa para evitar
problemas de impacto ambiental, como son los originados por los
restos de cosechas y de la agroindustria. La eficacia nematicida de la
biodesinfeccion es similar a la de los productos fitosanitarios
convencionales.

Actualmente se continuan realizando nuevos ensayos con el fin de optimizar la

biodesinfeccién, tratando de reducir la dosis del material biodesinfectante a través

de su aplicacion a bandas en lugar de a toda la superficie. También se esta

estudiando la combinacidn de las vinazas con otros subproductos agroindustriales

como biodesinfectantes con el fin de reducir costes, especialmente mediante la

utilizacién de subproductos procedentes de la industria oleicola, asi como los de la

industria azucarera y lactea, procurando siempre utilizar recursos locales para

evitar el encarecimiento por el trasporte del material utilizado en la biodesinfeccion,

también se esta estudiando la seleccién de maquinaria que permita incrementar

su eficacia mediante su inyeccion a mayor profundidad en el suelo.
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Resumen

RESUMEN

Se estudia el efecto de diferentes concentraciones de vinazas, procedentes de subproductos
de la industria vitivinicola obtenidos de la destilacion de alcohol vinico, en suelos cultivados,
tratando de buscar una mayor viabilidad agronémica, y optimizar las técnicas de aplicacion.
Para ello se plantean los siguientes objetivos: 1° estudiar su influencia sobre las poblaciones
de nematodos del suelo, en particular en el manejo de Xiphinema index, nematodo
transmisor del virus causante del “entrenudo corto infeccioso de la vid” (fanleaf), siendo una
de las causas principales de que la desinfeccion de los suelos para la replantaciéon del
viledo sea obligatoria para los paises de la UE, y estudiar también su efecto sobre los
nematodos formadores de nddulos del género Meloidogyne, principalmente las especies M.
arenaria y M. incognita, que ademas de ser parasitos de la vid son uno de los principales
responsables de pérdidas en cultivos horticolas; 2° determinar su efecto sobre la fertilidad
del suelo tanto en suelos de vifiedo como en otros destinados a cultivos horticolas y conocer
sus posibles efectos fitotdxicos y ambientales de las concentraciones seleccionadas y 3°
determinar las dosis éptimas, época, métodos y la maquinaria adecuada para su aplicacion,
teniendo en cuenta los fundamentos cientifico-técnicos en la utilizacion de subproductos
agroindustriales.

Se destaca la gravedad de los problemas causados por el virus del “entrenudo corto
infeccioso de la vid” (GFLV) y su nematodo vector X. index en nuestro pais, analizando los
métodos de desinfeccion de suelos que actualmente se vienen aplicando. El valor
biodesinfectante de las vinazas procedentes de la industria vitivinicola se plantea como
alternativa al uso de fumigantes quimicos en la desinfeccion del suelo, con el fin de reducir tanto
los costes econémicos como su impacto medioambiental. Los estudios se llevan a cabo en
suelos clasificados como arenosoles calcaricos de vifiedo en Socuéllamos (Ciudad Real), con
clima mediterraneo continental, asi como en suelos similares dedicados a cultivos horticolas en
El Perell6 (Sueca, Valencia) con clima mediterraneo-litoral.

Se observo que el control in vitro es eficaz tanto para el nematodo X. index con vinazas
de industria vitivinicola a la concentracion del 5%, como para el control de las poblaciones de
Meloidogyne, un nematodo patdgeno de los cultivos horticolas. Por otro lado, los hematodos
sapréfagos del grupo de los rabditidos, y los enquitreidos pertenecientes al grupo de los
oligoquetos, fundamentales en la dinamica de la materia organica, se incrementan al realizar una
biodesinfeccion con vinazas procedentes de la industria vitivinicola, especialmente cuando se
aplican los subproductos sdlidos. Se concluye que la biodesinfeccién debe aplicarse a todo el
terreno para evitar la aparicion de rodales con poblaciones de nematodos fitoparasitos. El
empleo de la biodesinfeccién podria reducir los costes de la desinfeccion de suelos en la
replantacion del vifiedo, actuando como mejorador de las caracteristicas de los suelos al
incrementar su fertilidad, biodiversidad y mejorar sus propiedades fisicas, al mismo tiempo que
se contribuye a la busqueda de soluciones a las grandes cantidades de residuos generados por
las industrias vitivinicolas en nuestro pais, mediante el empleo de los mismos como mejoradores
de suelos.

Palabras clave: Agroecologia, agroindustria, agronomia, desinfeccion, nematodos.
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Summary

SUMMARY
GONZALEZ LOPEZ MR, Diez RoJO MA, IGLESIAS GONZALEZ C, LOPEZ PEREZ JA, BELLO PEREZ
A. 2011. Value of the wine by-products in the improvement and biodisinfection of soils

Different concentrations of vinases, by-products from the wine industry were studied in
cultivated soils, with major agronomic viability, optimizing the application technique. The
fundamental objectives of this project are: 1° to study the influence of these products on
soil nematode populations, in particular in the management of Xiphinema index, the
nematode vector of the grape fanleaf virus (GFLV). GFLV is one of the principle reasons
that disinfection of soils before vineyard replantation is obligatory in the EU member states,
the effects on the root-knot nematodes of the genus Meloidogyne is also be studied as as
apart from being parasites of vines they are also one the principle problems causing losses
in vegetable crops; 2° to determine the effects of these products on soil fertility using
vineyard and vegetable crop soils as a reference, investigating possible phytotoxic and
environmental effects, and 3° to use fundamental agronomical criteria for the utilisation of
agro-industrial by-products, determining optimal dosage, time, methods and adequate
machinery for the application.

The problems of grapevine fanleaf virus and its nematode vector X. index in
Spanish vineyards are highlighted, analyzing current control and disinfection methods. The
use of these by-products as biodisinfectants is analysed as an alternative to the use of
chemical disinfection in soils with the aim of reducing economic and environmental costs.
Field studies have been carried out in soils destined for replantation in Socuéllamos
(Ciudad Real), which has a continental Mediterranean climate and in which the fumigation
field experiments were designed using vinases in combination with other alternatives and
in soils dedicated to horticultural crops in El Perellé (Sueca, Valencia) which has a
Mediterranean littoral climate.

The nematode X. index was controlled in vitro with vinases from the alcohol
industry at a concentration of 5%, populations of Meloidogyne a pathogen of horticultural
crops were reduced. The saprophytic nematodes of the group rhabditids and enquitreids
belong to the oligochaeta group which are fundamental in the decomposition of organic
materials increased in biodisinfected soils, especially when solid by-products were used. It
is concluded that biodisinfection should be applied to the whole field to avoid the
appearance of infected patches of parasitic nematodes. The use of biodisinfection could
reduce the costs of disinfection of soils destined for vineyard replantation, acting as an
improver of soil characteristics, increasing fertility, biodiversity, and improving physical
properties, at the same time contributing to the search for solutions for by-products
generated by distilleries in our country by using these products as soil improvers.

Key words: Agroecology, agroindustry, agronomy, disinfection, nematodes.
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AE
AFLP
AIDA
ANOVA
Arc
ArMV
Art.
ATRIAS
BCAM
BM, MB
BPA
BOE
CAB
CCAA
CCMA
CE
CICYT
CIH
CRLV
CSIC
DBCP
DGXI
DMS
DNA
DO
DP61
EE UU
ELISA
ELISA-DAS
ELISA-TAS
EUIT
FAO
FEOGA
FRC
GFLV
ICPCR

[+D+i
ICVG

ABREVIATURAS

Agricultura Ecoldgica

Amplified Fragment Length Polymorphism

Asociacion Interprofesional para el Desarrollo Agrario
Analysis of Variance

Arenosol calcérico

Virus del mosaico del Arabis, Arabis Mosaic Nepovirus
Articulo

Agrupaciones de Tratamientos Integrados en Agricultura
Buenas Condiciones Agrarias y Medioambientales
Bromuro de metilo, methyl bromide

Buenas Practicas Agrarias

Boletin Oficial del Estado

CAB International, Commonwealth Agricultural Bureau
Comunidades Autonomas

Centro de Ciencias Medio Ambientales

Comunidad Econdmica

Comision Interministerial de Ciencia y Tecnologia
Commonwealth Institute of Helminthology

Virus de la hoja aspera del cerezo, Cherry rasp leaf virus
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
1,2-dibromo-3-cloropropano

Agencia de Medio Ambiente Europea

Diferencia Minima Significativa

Deoxyribonucleic Acid

Denominacion de Origen

DeltaPine 61, cultivar de algoddn para el Test diferencial de hospedadores
Estados Unidos de América
Enzyme-Linked-inmunosorbent Assay

ELISA double antibody sandwich

ELISA triple antibody sandwich

Escuela Universitaria de Ingenieria Técnica
Organizacion de Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
Fondo Europeo de Orientacion y Garantia Agraria
Frecuencia de revoluciones en centrifugadora

Virus causante del entrenudo corto infeccioso de la vid, Grapevine fan leaf virus

Inmunocapture/Reaccién en cadena de la polimerasa, Polimerase Chain
Reaction

Investigacion, Desarrollo e innovacion
International Council for the Study of Virus and Virus-Like Diseases of Grapevine
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ICM
INRA
IPM
J2,7J3,J4
JCCLM
MAPA
MARM
MBTOC
MMA
MSD
NC95
OCM
OEPP
OoIv
OM
OMG
P

Pic
RD
PCR
PPV
PRMV
RFLP
RRV
SCARs
SCRI
SEM
SLRV
SPSS
TBRV
TEAP
TORSV
TRSV
TRV
TSWV
UE
UPM
1,3-D
°Bé
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Manejo Integrado de Cultivos, Integrated Crop Management
Institut National de la Recherche Agronomique

Manejo Integrado de Plagas, Integrated Pest Management
Estadios del ciclo de vida de los nematodos

Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (Espafia)
Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino

Methyl Bromide Technical Options Committee

Ministerio de Medio Ambiente

Diferencia Media Significativa, Medium Significant Difference

North Carolina 95, cultivar de tabaco para el Test diferencial de hospedadores

Organizacion Comin de Mercados
Organisation Européene et Mediterranéenne pour la Protection des Plantes
Organizacion de la Vifay el Vino

Orden Ministerial

Organismos Modificados Genéticamente

Produccion Integrada

Cloropicrina

Real Decreto

Reaccion en cadena de la polimerasa, Polimerase Chain Reaction
Virus de la Sharka, Plum Pox Virus

Virus del mosaico en roseta del melocotonero, Peach Rosette Mosaic Virus
Restriction Fragment Length Polymophism

Virus del anillado necrotico de frambuesa, Raspberry Ringspot Virus
Regiones amplificadas de secuencias caracterizadas

Scottish Crop Research Institute

Scanning Electro-microscope

Virus de los anillos latentes de la fresa, Strawberry Latent Ringspot Virus
Aplicacion informatica de analisis estadistico

Virus de la Mancha Negra del Tomate, Tomato Black Ring Virus
Technology and Economic Assessment Panel

Virus de la Mancha Anular del Tomate, Tomato Ring Spot Virus

Virus de los anillos del tabaco, Tobacco Ring Spot Virus

Virus del cascabeleo del tabaco, Tobacco Rattle Virus

Virus de las manchas bronceadas del tomate, Tomato Spotted Wild Virus
Unidn Europea

Universidad Politécnica de Madrid

1,3-dicloropropeno

Grado Baumé
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Tabla 1. Nematodos en suelo antes de la biodesinfeccion, Invernadero | (Indiv. 100 cc” suelo).
Muestreo a 0-20 y 20-40 cm. EIl Perell6 (Sueca, Valencia) (2-8-2006).

Muestra Peso(g) Meloidog. Dorilai. Rabdit. Monéngq. Enquit.
Muestreo 0-20 cm Vinaza de vino 4 I/m”
28407 V4AA 115 24 22 106 4 4
28408 V4BA 114 24 18 46 10 0
28409 VACA 112 36 40 120 16 2
28410 V4DA 122 28 36 94 8 2
Total 112 116 366 38 8
Media 28 29 92 10 2
Vinaza de vino 2 I/m”
28415 V2AA 115 8 18 82 4 0
28416 V2BA 117 20 24 64 14 2
28417 V2CA 113 0 10 118 8 0
28418 V2DA 121 2 30 128 14 0
Total 30 82 392 40 2
Media 8 21 98 10 1
Testigo solarizado
28419 TAA 120 14 20 64 4 0
28420 TBA 118 18 20 164 0 6
28421 TCA 117 40 18 86 8 4
28422 TDA 118 2 28 76 14 6
Total 74 86 390 26 16
Media 19 22 98 7 4
Muestreo 20-40 cm Vinaza de vino 4 I/m?
28423 V4AB 144 0 14 82 0 0
28424 V4BB 150 2 6 20 0 0
28425 V4CB 150 0 4 18 4 0
28426 V4DB 155 34 0 8 4 0
Total 36 24 128 8 0
Media 9 6 32 2 0
Vinaza de vino 2 I/m”
28431 V2AB 144 16 18 22 4 0
28432 V2BB 150 0 12 30 0 10
28433 V2CB 150 0 8 24 0 0
28434 V2DB 147 0 16 30 0 4
Total 16 54 106 4 14
Media 4 14 27 1 4
Testigo solarizado
28435 TAB 148 10 24 36 0 0
28436 TBB 148 0 16 44 2 0
28437 TCB 141 30 6 46 10 2
28438 TDB 147 0 4 82 8 0
Total 40 50 208 20 2
Media 10 13 52 5 1

Meloidog. = Meloidogyne; Dorildi. = Dorilaimidos; Rabdit. = Rabditidos; Monénqg. = Mondnquidos;
Enquit. = Enquitreidos.
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Tabla 2. Influencia de la biodesinfeccién y solarizacién en los nematodos del suelo (Indiv. 100
cc” suelo). Muestreo a 0-20 y 20-40 cm. El Perell6 (Sueca, Valencia) (30-8-2006).

Muestra Peso Meloidog. Dorilai. Rabdit. Monénq. Enquit
(9) vV M \"/ M \") M vV M )

Muestreo de 0-20 cm Vinaza de vino 4 I/m?
28508 V4AA 106 0 4 2 6 6 12 0 0 2
28509 V4BA 119 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28510 VACA 117 0 0 8 6 12 12 16 0 2
28511 V4DA 125 2 2 6 0 2 6 0 0 0
Total 2 6 16 12 20 24 16 0 4
Media 0,5 2 4 3 5 6 4 0 1

Vinaza de vino 2 I/m?
28516 V2AA 115 0 6 12 2 4 8 0 0 4
28517 V2BA 127 0 4 4 0 4 16 0 0 0
28518 V2CA 120 0 0 4 2 16 2 4 0 0
28519 V2DA 127 0 4 2 8 2 2 0 0 0
Total 0 14 22 12 26 20 4 0 4
Media 0 4 6 3 7 5 1 0 1

Testigo
28520 TAA 119 0 14 0 12 4 8 0 0 0
28521 TBA 121 0 0 10 14 30 10 0 0 0
28522 TCA 120 0 18 4 2 4 4 0 0 0
28523 TDA 124 0 14 4 20 26 4 4 0 0
Total 0 46 18 48 64 26 4 0 0
Media 0 12 5 12 16 7 1 0 0
Muestreo de 20-40 cm Vinaza de vino 4 I/m?

28524 V4AB 142 2 12 4 0 6 8 2 2 0
28525 V4BB 143 0 6 8 2 10 34 0 0 0
28526 V4CB 144 0 8 4 2 6 14 0 0 0
28527 V4DB 138 0 8 0 0 2 54 0 0 0
Total 2 34 16 4 24 110 2 2 0
Media 0,5 9 4 1 6 28 0,5 0,5 0

Vinaza de vino 2 I/m?
28532 V2AB 141 0 2 6 4 2 6 0 4 0
28533 V2BB 149 0 6 0 0 2 14 6 0 0
28534 V2CB 159 0 6 6 0 8 12 0 0 0
28535 V2DB 142 0 0 2 2 22 0 0 0 0
Total 0 14 14 6 34 32 6 4 0
Media 0 4 4 2 9 8 2 1 0

Testigo

28536 TAB 143 32 18 4 0 38 14 2 0 0
28537 TBB 142 0 0 4 2 32 0 0 0 2
28538 TCB 132 0 4 2 0 16 4 0 0 0
28539 TDB 134 0 0 4 0 36 4 0 0 0
Total 32 22 14 2 122 22 2 0 2
Media 8 6 4 0,5 31 6 0,5 0 1

Meloidog. = Meloidogyne; Dorildi. = Dorilaimidos; Rabdit. = Rabditidos; Monénqg. = Mononquidos;
Enquit. = Enquitreidos; M= muertos; V=vivos.
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Tabla 3A. Nematodos en suelo antes de la biodesinfeccion e indice de nodulacién, Invernadero II
(Indiv. 100 cc’ suelo). Muestreo a 0-20 cm. El Perellé (Sueca, Valencia).

Muestra Peso (g) Meloidog. Dorilai. Rabdit. Monongq. Enquit. Nolc?ljjliac::eién
Vinaza de vino 2 I/m?

28606-V2A 117 74 14 154 0 20 3
28607-v2B 120 72 12 96 4 38 4
28608-v2C 119 88 24 222 4 24 1
28609-V2D 117 70 16 94 2 38 1
Total 304 66 566 10 120 9

Media 76 16 94 3 30 2

Vinaza de vino 1 I/m?

28600-V1A 116 34 10 72 2 50 2
28601-v1B 114 186 10 78 2 40 5
28602-vi1C 120 146 14 84 4 72 3
28603-v1D 119 64 22 62 6 18 5
28604-V1E 126 50 20 66 8 28 1
28605-V1F 115 64 14 68 4 20 3
Total 544 90 430 26 228 19

Media 91 15 72 4 38 3

Testigo 1

28610-T1A 120 48 12 54 4 16 5
28611-T1B 116 84 12 134 2 26 5
28612-T1C 123 48 24 90 2 8 3
28613-T1D 111 48 14 40 2 2 3
Total 228 62 318 10 52 16

Media 57 16 80 3 13 4

Testigo 2

28614-T2A 120 96 16 74 2 20 1
28615-T2B 119 76 10 56 6 12 4
28616-T2C 123 94 24 98 6 16 3
28617-T2D 115 70 30 60 8 14 4
28618-T2E 122 44 28 74 8 18 1
28619-T2F 116 42 10 34 0 10 2
Total 422 118 396 30 90 15

Media 70 20 66 5 15 3

Meloidog. = Meloidogyne; Dorilai. = Dorilaimidos; Rabdit. = Rabditidos; Monénq. = Mondnquidos;
Enquit. = Enquitreidos.
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Tabla 3B. Nematodos en suelo antes de la biodesinfeccion e indice de nodulacién, Invernadero II
(Indiv. 100 cc’ suelo). Muestreo a 20-40 cm. El Perell6 (Sueca, Valencia).

Muestra Peso (g) Meloidog. Dorilai. Rabdit. Monoéngq. Enquit. Nolc;‘:lili:;én
Vinaza de vino 2 I/m?

28626-V2A 120 40 18 32 8 16 2
28627-V2B 122 16 14 42 4 18 3
28628-V2C 119 16 6 28 4 22 2
28629-V2D 130 20 0 38 4 4 3
Total 92 38 140 20 60 10

Media 15 9 35 5 15 3

Vinaza de vino 1 I/m?

28620-V1A 119 26 14 56 4 28 4
28621-V1B 128 116 12 80 0 16 6
28622-V1C 125 24 10 60 6 26 5
28623-V1D 131 58 8 28 2 12 7
28624-V1E 124 8 8 28 8 8 3
28625-V1F 123 22 8 18 4 4 2
Total 254 60 270 24 94 27

Media 42 6 45 4 16 5

Testigo 1

28630-T1A 130 28 10 60 4 6 6
28631-T1B 124 64 16 40 6 22 7
28632-T1C 124 60 8 54 0 8 4
28633-T1D 122 10 20 48 0 4 3
Total 254 54 202 10 40 20

Media 64 14 51 3 10 2

Testigo 2

28634-T2A 123 40 8 80 8 16 1
28635-T2B 128 22 10 92 8 10 1
28636-T2C 128 0 4 38 6 0 3
28637-T2D 141 10 4 28 4 4 5
28638-T2E 121 4 12 24 8 0 2
28639-T2F 122 4 8 36 4 6 3
Total 80 46 470 38 36 15

Media 13 8 78 6 6 3

Meloidog. = Meloidogyne; Dorilai. = Dorilaimidos; Rabdit. = Rabditidos; Monéng. = Mondénquidos;
Enquit. = Enquitreidos.
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Tabla 4A. Influencia de la biodesinfeccion con vinaza de vino sobre los nematodos del suelo,
Invernadero Il (Indiv. 100 cc'suelo). Muestreo de 0-20 cm. El Perellé (Sueca,

Valencia).
Meloidog. Dorilai. Rabdit. Monéngq.
Muestra Peso(g) Enquitr.
Vv M Vv M Vv M Vv M
Vinaza de vino 2 I/m”
28706-V2A 126 14 4 32 0 50 12 4 0 34
28707-v2B 118 16 8 28 0 72 8 4 0 32
28708-v2C 127 18 0 20 0 44 4 4 0 8
28709-v2D 125 36 8 26 0 118 10 4 0 10
Total 84 20 106 0 284 34 16 0 84
Media 21 5 27 0 7 9 4 0 21
Vinaza de vino 1 I/m?
28710-V1A 127 8 0 24 0 46 6 2 0 0
28711-viB 120 14 0 12 0 48 6 0 0 2
28712-vi1C 126 32 6 14 0 28 12 0 0 6
28713-V1D 128 24 4 14 0 44 6 2 0 8
28714-V1E 126 36 8 6 0 68 8 2 0 12
28715-V1F 129 12 4 14 0 34 8 2 0 8
Total 180 22 84 0 268 46 8 0 36
Media 30 4 14 0 45 8 2 0 6
Testigo 1
28720-T1A 112 82 10 12 4 54 16 2 0 14
28721-T1B 115 126 4 30 0 32 8 2 0 58
28722-T1C 112 130 6 30 0 74 8 2 0 38
28723-T1D 112 126 4 28 4 58 8 8 0 16
Total 464 24 100 8 218 40 14 0 126
Media 116 6 25 2 55 10 4 0 32
Testigo 2
28724-T2A 114 26 0 24 0 94 0 4 0 44
28725-T2B 107 23 0 6 0 44 4 0 0 20
28726-T2C 106 8 4 8 0 48 10 4 0 10
28727-T2D 112 16 0 8 0 58 4 2 0 24
Total 73 4 46 0 2441 18 10 0 98
Media 18 1 12 0 61 5 3 0 25

Meloidog. = Meloidogyne; Dorildi. = Dorilaimidos; Rabdit. = Rabditidos; Monénqg. = Mondnquidos;
Enquit. = Enquitreidos; M= muertos, V= vivos.
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Tabla 4B. Influencia de la biodesinfeccion con vinaza de vino sobre los nematodos del suelo,
Invernadero Il (Indiv. 100 cc™ suelo). Muestreo 20-40 cm. El Perell6 (Sueca, Valencia).

Meloidog. Dorilai. Rabdit. Mondngq.
Muestra Peso(g) Enquitr.

Vv M Vv M \ M Vv M

Vinaza de vino 2 I/m?

28728-V2A 128 6 12 10 0 58 4 6 2 60
28729-V2B 115 8 10 10 2 36 8 0 2 12
28730-V2C 131 4 18 4 0 30 12 2 0 24
28731-V2D 125 0 16 12 4 16 2 0 0
Total 18 56 38 6 140 30 10 4 96
Media 5 14 10 2 35 8 3 1 24
Vinaza de vino 1 I/m?
28732-V1A 121 4 0 14 4 22 4 2 0 0
28733-Vv1iB 120 6 0 16 2 30 4 2 0 0
28734-v1C 126 12 4 20 4 32 10 2 2 4
28735-V1D 123 18 0 8 4 22 6 4 0 0
28736-V1E 120 20 4 4 4 26 0 4 4 6
28737-VIF 118 14 4 14 0 6 2 14 12
Total 74 12 76 18 160 30 16 20 22
Media 12 2 13 3 27 5 3 3 4
Testigo 1
28742-T1A 110 24 4 10 0 58 4 4 0 6
28743-T1B 114 158 22 12 0 26 0 0 0 20
28744-T11C 110 36 6 10 0 48 0 2 0 4
28745-T1D 115 168 4 12 0 30 0 4 0 8
Total 386 36 44 0 162 4 10 0 38
Media 97 9 11 0 41 1 3 0 10
Testigo2
28746-T2A 117 8 4 10 0 56 0 2 0 10
28747-T2B 124 0 10 0 32 4 0 1 2
28748-T2C 120 4 0 6 0 72 6 0 0 2
28749-T2D 125 12 8 12 0 32 0 2 0 4
Total 28 12 38 0 192 10 4 1 18
Media 7 3 10 0 48 3 1 0,25 5

Meloidog. = Meloidogyne; Dorilai. = Dorilaimidos; Rabdit. = Rabditidos; Monénq. = Mondnquidos;
Enquit. = Enquitreidos; M= muertos, V= vivos.
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Figura 1. Biodesinfeccion con vinaza de vino y solarizacion. El Perellé (Sueca, Valencia).

Lk Il
T

Figura 2. Recoleccidn del cultivo de repollo chino (Brassica juncea) después de la
biodesinfeccion. El Perellé (Sueca, Valencia).
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Figura 3. Raiz de pepino infectado por M. incognita (Indice 9). El Perell6 (Sueca, Valencia).

TESTIGO 1 VINAZAS 2 I/m 2 VINAZAS 1 I/m 2

Figura 4. Raices de apio agrupadas por tratamiento y por indices de nodulacién.
El Perell6 (Sueca, Valencia).
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Figura 5. Cebada: A. zona con vinaza de vino; B. testigo. El Pedernoso (Cuenca).
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Figura 7. Efecto de la aplicacion de un 10% v:v de vinaza de vino en la germinacién de
semillas de Lepidium sativum L.
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Figura 8. Aplicacién de vinaza de vino en viiiedo. Membrilla (Ciudad Real).
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