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RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion es brindar una alternativa bioldgica para el control
del nematodo R. similis, ya que este es uno de los principales problemas en perdida de
produccidn en el cultivo de banano. EI nematodo R. similis es un patégeno que ataca el sistema
de anclaje de la gran mayoria de musaceas. En esta investigacion se emple6 PGPRs aisladas de
la rizosfera de cultivares de Muséceas spp. del banco de germoplasma del laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Técnica de Quevedo. Se realizé la caracterizacion morfologica
de R. similis siguiendo lo establecido por Ryss & Woust en 1997. También se elaboro distintas
plataformas de reproduccion masiva para el nematodo, empleados para los ensayos
antagonistas. Realizado los ensayos antagonistas con las PGPRs se obtuvo los siguiente
resultados: La cepa de Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 present6 un alto potencial
antagonista contra R. similis, en inhibicién de eclosion de huevos superiores al 70%, similares
a las cepas controles Bacillus subtilis, Pseudomonas protegens CHAO y Pseudomonas veroni
R4 y asi mismo la cepa de Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, present6 el mayor porcentaje
de mortalidad contra nematodos juveniles 2 de R. similis superiores al 90%, superando a las

cepas controles Bacillus subtilis, Pseudomonas protegens CHAQ y Pseudomonas veroni R4.



ABSTRACT

The main objective of this research is to provide a biological alternative for the control of the
nematode R. similis, since this is one of the main problems in the loss of the production units
in the banana crop. The nematode R. similis is a pathogen that attacks the anchoring system of
the vast majority of musaceas. In this research, PGPRs isolated from endemic muses belonging
to the Microbiology laboratory of the Technical University of Quevedo were used. The
morphological characterization of the nematode R. similis was carried out, following what was
established by Ryss & Woust in 1997. Different platforms of massive reproduction were also
elaborated for the aforementioned nematode, later said nematodes were used for the
antagonistic tests. Once the antagonistic tests were performed with the PGPRs, the following
results were obtained: the strain of Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 presented a high
potential antagonist against R. similis, obtaining results in the inhibition of egg hatching greater
than 70%, similar to control the Bacillus subtilis strains, Pseudomonas protegens CHAQ and
Pseudomonas veroni R4 and also the strain of Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 showed
the highest percentage of mortality against juvenile nematodes of R. similis greater than 90%,
surpassing the control strains Bacillus subtilis, Pseudomonas protegens CHAO and

Pseudomonas veroni R4.
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Resumen:
(hasta 300 palabras)

El objetivo principal de esta investigacion es brindar una alternativa bioldgica
para el control del nematodo R. similis, ya que este es uno de los principales
problemas en la perdida de las unidades de produccion en el cultivo de banano.
El nematodo R. similis es un patégeno que ataca el sistema de anclaje de la
gran mayoria de muséceas. En esta investigacion fueron utilizadas PGPRs
aisladas de musas endémicas pertenecientes al laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Técnica de Quevedo. Fue realizada la caracterizacion
morfoldgica del nematodo R. similis siguiendo lo establecido por Ryss &
Woust en 1997. También se elabor6 distintas plataformas de reproduccion
masiva para el nematodo ya mencionado, posteriormente dicho nematodos
fueron usados para los ensayos antagonistas. Realizado los ensayos
antagonistas con las PGPRs se obtuvo los siguiente resultados: la cepa de
Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 presento un alto potencial antagonista
contra R. similis, obteniendo resultados en la inhibicién de eclosion de huevos
superiores al 70%, similares a las cepas controles Bacillus subtilis,
Pseudomonas protegens CHAOQ y Pseudomonas veroni R4 y asi mismo la cepa
de Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, presentd el mayor porcentaje de
mortalidad contra nematodos juveniles 2 de R. similis superiores al 90%,
superando a las cepas controles Bacillus subtilis, Pseudomonas protegens

CHAO y Pseudomonas veroni R4.

Descripcion:

Hojas : dimensiones, 29 x 21 cm + CD-ROM 6162
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INTRODUCCION

En el Ecuador, el banano tiene una superficie sembrada de 162039 hectéreas distribuidas en
las provincias de Manabi, Los Rios, Guayas, EI Oro y Esmeraldas con una produccion
promedio de 1938 cajas por hectarea ocupando el primer puesto en el mercado de
exportacion nacional. Segun el MAGAP (2016), el banano genera alrededor de 2 a 2,5

millones de empleos directos e indirectos.

INIAP (2014), menciona que en los cultivares de banano y platano, después de las lesiones
foliares ocasionadas por la Sigatoka negra como amarilla (Mycosphaerella fijiensis y
Mycosphaerella musicola), También hay que considerar la existencia de una gran variedad
de nematodos fitoparéasitos que son los causantes de grandes pérdidas econdmicas, donde se
destaca en la zona de Quevedo el nematodo barrenador de raices R. similis.

R. similis es un nematodo fitoparasito que se alimenta de raices de una gran variedad de
cultivos, afectando a la mayoria de los cultivares de musaceas, afectando el sistema radicular
y cormos; disminuyendo el desarrollo, con pérdidas en produccion entre el 20 y 100%
dependiendo de la severidad del ataque, Blake, (1961). Las musaceas han sido
tradicionalmente propagadas por semilla asexual mediante colinos, cormos o cepas, ha
permitido que el intercambio de material de siembra infectado sea el principal medio de su
diseminacion alrededor del mundo encontrandose en todos los paises productores de banano,
Sutton & Barker, (2002).

En la presente investigacion se pretende determinar una alternativa de control hacia el
nematodo R. similis méas amigable con el medio ambiente, con la aplicacion de PGPRs
rizobacterias promotoras de crecimiento que brindan resistencia a la planta hacia algunos

patdgenos.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de Investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema

1.1.1.1. Diagnostico

En los afios 50 la principal variedad cultivada a nivel nacional para la exportacion bananera
fue la “Gros Michel”, conocida también como “Guineo de seda” por su agradable sabor y
color. A partir de los afios 50-60 esta variedad se vio afectada por una enfermedad conocida
como Mal de Panama raza 1, por lo que el gobierno ecuatoriano reemplazo esta variedad
susceptible por una resistente del subgrupo Cavendish (Sotomayor, 2012). Esta fue la
solucion contra esta enfermedad, pero a su vez provoco un nuevo problema, ya que la
variedad mencionada resulté ser poco tolerante al ataque de nematodo fitopatdgenos,
provocando el volcamiento de las unidades de produccion y bajos rendimientos, como

consecuencia perdidas econdmicas a nivel nacional.

En la actualidad el nematodo que més ha causado disminucion de la produccion en el
Ecuador, es el nematodo barrenador de raices R. similis, ya que dicho patégeno se encuentra

en casi todos los suelos agricolas del mundo atacando diversos cultivares.

Las empresas productoras de banano con el proposito de reducir las pérdidas ocasionadas
por este nematodo, han optado por la aplicacién de nematicidas en un promedio de dos veces
al afo a las dosis recomendadas por el fabricante, Es importante mencionar que, estos
nematicidas tienen efecto sobre la microbiota y microfauna del suelo, alterando asi las

cadenas tréficas.
1.1.1.2. Prondstico

La aplicacion de las PGPRs (Rizobacterias Promotoras de Crecimiento en Plantas)
mejorarian la micro-flora del suelo y a su vez promoveran la activacion de las vias de
resistencia de la planta ISR (Resistencia Sistémica Inducida), trayendo como consecuencia

la disminucion de los dafios causado por R. similis en los cultivares de Banano.



1.1.2. Formulacion del Problema

¢Existe en la actualidad insumos agricolas amigables con el medio ambiente que disminuya
la incidencia que tiene el nematodo R. similis en cultivares de Banano del subgrupo

Cavendish y sub-grupos derivados?

1.1.3. Sistematizacién del Problema

En base a la problematica abordaba se plantean las siguientes directrices:

e ;Cuales son las caracteristicas morfolégicas del nematodo R. similis?

e ;CoOmo obtener de forma masiva grandes cantidades nematodos R. similis para ensayos
antagonistas?

e ;De todas las rizobacterias aisladas de musas endémicas, cual de ellas posee una mayor
capacidad antagdnica hacia R. similis a nivel de laboratorio?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad antagonista que tienen las Rizobacterias promotoras de crecimiento de

plantas (PGPRs) hacia el nematodo R. similis en el cultivo de banano in vitro.
1.2.2. Objetivos Especificos

e Identificar por caracteristicas morfologicas a R. similis.

e Establecer la plataforma mas iddnea de reproduccion masiva del nematodo R. similis.

e Determinar el efecto antagonista de los sobrenadantes bacterianos de las PGPRs contra
R. similis in vitro.

e Determinar el efecto antagonista de las PGPRs contra R. similis in vitro.



1.3. Justificacion

En la actualidad, el nematodo R. similis ha causado disminucion del rendimiento ya que
atacan el sistema radicular de las plantas de banano, debido a esto, los bananeros han optado
por la aplicacion de nematicidas quimicos, tres veces al afio. Estos poseen una efectividad

que varia de entre el 50% - 90%.

Los nematicidas quimicos no provocan la muerte del nematodo a ciertas dosis, pero alteran
su comportamiento limitando la capacidad parasitica del mismo, esto puede promover el
desarrollo de tolerancia del nematodo contra los nematecidas. De ahi la importancia de
buscar nuevas alternativas para el control de nematodos, como es el uso de PGPRs. Se ha
reportado que estas pueden elaborar metabolitos extracelulares como 2,4-DAPG, PlIt,
proteasa y HCN que son compuestos quimicos muy efectivos contra el control de nematodos

fitopatogenos.

Por lo tanto, las rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPR), son una
alternativa viable para el biocontrol del nematodo R. similis, como también de otro tipo de
patdégenos en planta, ya que promueven la resistencia sistémica inducida (ISR). Este
proyecto de investigacion pretende promover el uso de PGPRs para el biocontrol de
nematodos parasiticos de raices de banano, contribuyendo asi con el desarrollo bananero en

el Ecuador.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Cultivo de Banano

El banano (Musa AAA) es un componente importante de la dieta humana en casi todos los
paises del mundo, ya sea como alimento cocido o como fruta fresca. Es una excelente fuente
de alimento, y en algunas regiones del mundo, como Africa, constituyen el componente
principal de la dieta humana. El banano es fuente de fibra,posee bajo contenido de sodio, y

es la fuente mas rica de vitamina B6 y potasio “lista para consumir”’(Chandler, 2008).

La produccion anual de banano y platano a nivel mundial es de més de 76 millones de
toneladas, lo cual genera mas de 1,5 millones de empleos. Aproximadamente el 15% de la

produccién de banano y platano es exportada (Price, 1995).

2.1.1.1. Variedades

Las variedades cultivadas son hibridos mejorados de las especies silvestres Musa acuminata
y M. balbisiana, de la familia Musaceae, nativas del Sureste de Asia. En general, los hibridos
varian grandemente en tamarfio de la planta y de los frutos, morfologia, calidad del fruto y

resistencia a plagas y enfermedades (Florida & Crane, 1998).

Los que poseen una alta proporciéon de M. acuminata producen frutos dulces, en tanto los
que poseen una alta proporcién de M. balbisiana producen frutos con alto contenido de
almidon (Florida & Crane, 1998).

La produccion de una determinada variedad dependera del fruto y rendimiento deseado, la
adaptacion a las condiciones agroclimaticas de la zona y la incidencia de patogenos. La
mayoria de los cultivares comerciales de banano (Musa AAA) pertenecen al subgrupo
Cavendish desde los afios 1960, cuando fue introducido el cultivar “Valery”, seleccionado

por su resistencia al Mal de Panama (Florida & Crane, 1998).



Valery reemplazé al cultivar Gros Michel y fue luego reemplazado por el cultivar Gran
Enano en la década de 1980, el cual es uno de los materiales més utilizados actualmente
(Florida & Crane, 1998).

2.1.1.2. Tolerancia a nematodos

La tolerancia que tienen las musaceas hacia los nematodos se debe a la facilidad que tienen
estas para penetrar las raices y cormos de las plantas, y por el nimero de raices que cada

material genético pueda generar (Speijer, 1997).

A continuacion, se muestra el grado de tolerancia que tienen las diferentes variedades

productivas y no productivas de musaceas hacia el nematodo R. similis (Speijer, 1997).

Gran Naine: Altamente susceptible a R. similis

Gros Michel: Moderadamente resistente a R. similis

Yangambi km5: Alta resistencia a R. similis

Pisang Jari Bauya: Resistente a R. similis

2.1.2. Nematodo R. similis

R. similis es un nematodo fitoparasito que se alimenta de raices y cormos de banano y platano
en todo el mundo, afectando su crecimiento y desarrollo, con pérdidas en produccion entre
el 20 y 100% (Guzman, 2011).

Debido a que estas musaceas han sido tradicionalmente propagadas por semilla asexual
mediante colinos, cormos, cepas 0 rizomas y a que este fitonematodo se caracteriza por
ingresar y movilizarse dentro de las células de raices y los cormos, ha permitido que el
intercambio de material de siembra infectado sea el principal medio de su diseminacion

alrededor del mundo (Guzméan, 2011).

2.1.2.1. Taxonomia

R. similis fue descrito por primera vez por Cobb en 1891, quien lo encontro en raices de
banano procedentes de Fiji (Gowen, Quénéherve, & Fogain, 2005; Nickle, 1991; Sutton &



Barker, 2002). El describio la nueva especie en 1893 como Tylenchus similis e indicé que
no se habian observado hembras (Nickle, 1991).

En 1907, Cobb encontr6 ambos sexos infectando raices de cafia de azUcar provenientes de
las islas de Hawaii. Afios mas tarde, Cobb recibié de Jamaica cormos de Gros Michel
infectados, y utilizo los especimenes adicionales para realizar una descripcién méas completa
de la especie en 1915 (Gowen et al., 2005).

¢ Reino: Animalia

e Phylum: Nematoda

e Clase: Secernentea

e Orden: Tylenchida

e Familia: Pratylenchidae

e Género: Radopholus

e Especie: R. similis; (Cobb, 1893) Thorne, 1949

2.1.2.2. Morfologia

R. similis es un pequefio nematodo (menos de 1 mm de largo) con cola alargada y marcado
dimorfismo sexual en la region anterior. La clave para diferenciar a la familia Pratylenchidae

es el apéndice que presenta a modo de adaptacion (Ryss, 2014).

R. similis Macho. - La cabeza en forma de perilla se acciona mediante una constriccion
definitiva. En comparacion con las hembras los labios laterales son claramente mas
pequefios, no se observan anillos en la cabeza. La esclerotizacion cefélica, el estilete, el bulbo
mediano y el l6bulo de la glandula faringea se desarrollan débilmente, posee cuatro labios
internos pronunciados débilmente, un gubernaculo con titila pequefia y una espiculas

dorsalmente arqueadas (Ryss, 2014).

R. similis Hembra. - Dado al dimorfismo sexual, el nematodo R. similis hembra posee una
cabeza ligeramente hemisférica, de tres a seis anillos en los labios bucales, un estilete bien
definido con perillas redondeadas, cuatro labios internos laterales, labios externos
protuberantes, dos ovarios funcionales e igualmente desarrollados, cada uno con una

espermateca esferoide a menudo con pequefios espermatozoides en forma de varilla.
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Metacarpo bien desarrollado, elipsoidal alargado con valvulas distintas, Tres células
glandulares en el lado dorsal del cuerpo y una cola conoide alargada con una angosta

terminacion (Ryss, 2014).

2.1.2.3. Habito

R. similis es un nematodo endoparasito migratorio, capaz de completar su ciclo de vida
dentro de la raiz. La penetracidn ocurre principalmente cerca de la punta de la raiz, pero el

nematodo puede migrar a través de ella (Sutton & Barker, 2002).

Las hembras y todos los estados juveniles son infectivos. Los machos por otra parte poseen

un estilete poco desarrollado, y probablemente no son parasiticos (Sutton & Barker, 2002).

La migracion y la oviposicion depende de factores nutricionales, a medida que las hembras

se mueven desde el area necrética (Sutton & Barker, 2002).

2.1.2.4. Forma de alimentarse y dafio

En las células del cilindro cortical, R. similis produce lesiones de longitud variable (5 0 méas
cm) con forma de estrias. Estas inicialmente tienen colores que varian desde amarillo claro

hasta oscuro, luego rosado rojizas y finalmente marrén o negras (Blake, 1961).

En algunos casos produce depresiones en el tejido que modifican la anatomia cilindrica
original de las raices (Blake, 1961). En infestaciones altas, las lesiones rodean

completamente las raices, hasta destruirlas totalmente (Gowen et al., 2005).

Dicha coloracién se caracteriza por estar infestada con todos los estados de desarrollo del
nematodo (Gowen et al., 2005). R. similis no solo causa dafio fisico, sino que también causa

dafo fisioldgico al producir hipertrofia del ntcleo y nucléolo de las células (Blake, 1966).

2.1.2.5. Reproduccion

El nematodo R. similis tiende a reproducirse de dos formas seguln la alimentacién que estos

tengan. Asexual por partenogénesis y consiste en que un nematodo hembra alcanza la
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madurez y llega a convertirse en dos individuos iguales. Sexual en el tejido infectado. Las
hembras ponen de 4 a 5 huevos por dia durante dos semanas (Loos & Loos, 1960).

2.1.2.6. Ciclo de vida

Como la mayoria de nematodos, los estados de desarrollo de R. similis son vermiformes o
con forma de lombriz y tienen cuatro estados juveniles (J1, J2, J3y J4) y el adulto (Loos &
Loos, 1960).

El estado J1 se desarrolla dentro del huevo, luego muda la cuticula y luego de 8 a 10 dias
emerge el J2. Los estados J2, J3 y J4 también mudan la cuticula hasta llegar al estado adulto
entre 10 y 13 dias (Loos & Loos, 1960).

El estado J2 y la hembra adulta son infectivos y tienen formas maéviles que pueden abandonar
las raices en condiciones adversas, llegando al suelo para parasitar nuevamente raices sanas.
El movimiento de los juveniles y las hembras es estimulado por factores nutricionales, ya

que necesitan tejido sano para alimentarse (Blake, 1961).

Después de iniciar su alimentacion, R. similis completa su ciclo de vida entre 20 y 25 dias
en los tejidos de las raices y cormos a una temperatura entre 24 y 32°C; siendo optima su
reproduccion entre 25y 28°C (Blake, 1961).

2.1.2.7. Hospederos

Se ha reportado mas de 350 especies de plantas que son susceptibles a Radopholus spp., en
las que se incluyen banano, citricos, pimienta negra, antrios, araceas (anturios, taro),
jengibre, té, coco y otras palmas (Brooks et al., 1996).

2.1.3. Control Bioldgico

Los fitonematodos coexisten en la rizosfera con gran diversidad de microorganismos,

muchos de los cuales han sido aislados e identificados como antagonistas de los nematodos,

ya que ejercen algun tipo de control bioldgico (Sikora, 1992).
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Estos enemigos naturales de los nematodos pueden ser depredadores, que los matan y se los
comen, como hongos y otros nematodos, 0 parasitos que viven a expensas suyas causando
su muerte paulatina, entre los que se pueden mencionar virus, protozoos, bacterias y hongos
(Khan et al., 2006).

Se han identificado suelos supresivos a los fitonematodos, es decir, sistemas de produccion
en los cuales se mantiene un equilibrio entre las poblaciones de nematodos y sus enemigos
naturales permitiendo la permanencia de cultivos susceptibles durante varios afios sin

presentar una reduccion en su rendimiento (Sikora, 1992).

Esta completamente documentado que ciertas bacterias de la rizésfera, conocidas como
rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR), producen compuestos que pueden afectar
positivamente el crecimiento y desarrollo de las plantas, desde su germinacion hasta la
senescencia (Kloepper et al., 1999).

Un gran namero de rizobacterias han sido utilizadas como agentes de biocontrol en diversos
cultivos y tienen gran potencial para el control de nematodos, especialmente las
Pseudomonas spp. y Bacillus spp. (Pieterse & Loon, 1999).

Las rizobacterias generalmente colonizan las raices promoviendo el crecimiento de las
plantas y previenen el establecimiento de patdgenos. Ademas, desencadenan una serie de
reacciones de defensa en la planta hospedera (Pieterse & Loon, 1999).

2.1.3.1. Ruta de resistencias ISR y SAR

La resistencia sistémica inducida (ISR) es una respuesta de defensa de la planta ante la
presencia y actividad de un agente biolégico no patogénico, especifico, que reduce la
severidad o la incidencia de la enfermedad o dafio causado por un patdgeno que se encuentra

espacialmente separado del agente inductor (Kloepper & Ryu, 2006).

La resistencia sistémica también puede ser inducida por sustancias quimicas o por la
presencia de patdgenos, denominandose entonces resistencia sistémica adquirida (SAR). Las
diferencias entre ISR y SAR son el agente inductor y los signos que presenta la planta
(Pieterse et al., 1998).
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ISR es un fenébmeno independiente del &cido salicilico, el etileno y el &cido jasmdnico, y no
produce la acumulacion de proteinas relacionadas con la patogenecidad (PR) (Pieterse et al.,
1998).

Se ha demostrado ISR contra diversas plagas y enfermedades a partir de la colonizacién de
las raices de las plantas por rizobacterias (PGPR) y microorganismos endofiticos (Kloepper
& Ryu, 2006).

Recientemente se demostro la induccion de resistencia contra R. similis en plantas de banano
con la inoculacién de aislamientos endofiticos de cepas no patogénicas de Fusarium
oxysporum en pruebas de split-root system, con reducciones en la penetracion de R. similis

de hasta 45% en la parte no tratada de la planta (Vu et al., 2006).

2.1.3.2. Bacterias endofiticas (BE)

Las bacterias endofiticas forman parte de la gran cantidad de bacterias benéficas presentes
en la rizosfera, que favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas y las protegen contra

otros organismos del suelo que causan enfermedades (Weller, 1988).

Ecol6gicamente, a esta relacion benéfica entre las bacterias y las plantas se le denomina
“mutualismo”, el cual se define como la condicidon en la que dos seres vivos de diversas
especies viven juntos habitualmente, aunque no necesariamente, con beneficio reciproco

para el hospedero y para el simbionte (Lugtenberg & Dekkers, 1999).

La promocion de crecimiento en las plantas inoculadas con rizobacterias ocurre por varios
factores; uno de ellos es la sintesis de ciertas sustancias reguladoras de crecimiento, como
giberelinas, citocininas y auxinas, las cuales estimulan la densidad y longitud de los pelos

radicales, aumentando asi la cantidad de raices en las plantas.
Esto favorece la capacidad de absorcion de agua y nutrimentos, permitiendo que las plantas

sean mas vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones climaticas adversas (Lugtenberg
& Dekkers, 1999).
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Los mecanismos involucrados en este proceso incluyen la fijacion de nitrégeno,

solubilizacion del fosforo y la produccion de fitohormonas (Zablotowicz et al., 1991).

2.1.3.3. Bacillus spp.

El género Bacillus incluye una importante variedad de especies Gram-positivas, no
patogénicas, con propiedades antagonistas. Son buenas secretoras de proteinas y
metabolitos, faciles de cultivar y altamente eficientes para el control de plagas y

enfermedades (Bunterngsook et al., 2012).

Los mecanismos de accion de Bacillus spp. incluyen competencia por espacio y nutrientes
(Handelsman, 1996), antibiosis (Loeffler et al., 1986) e induccidn de resistencia (J. W.
Kloepper & Ryu, 2006). Ademas, tienen comprobado efecto en la promocion de crecimiento
de las plantas (Kloepper et al., 2004).

La capacidad de Bacillus spp. de formar esporas que sobreviven y permanecen
metabdlicamente activas bajo condiciones adversas (Rodgers, 1989), las hace apropiadas
para la formulacion de productos viables y estables para el control biol6gico (Turner, 2003).

B. subtilis es uno de los mas eficientes agentes de biocontrol, el cual exhibe actividad
antagonista contra varios hongos, bacterias patogénicas y ha constituido una importante
alternativa de control bioldgico contra R. similis y M. incognita (Turner, 2003).

2.1.3.4. Pseudomonas spp.

Las rizobacterias del género Pseudomonas han sido estudiadas como importantes agentes de
biocontrol por su capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos patdgenos, como bacterias,
hongos, nematodos y virus, mismos que podrian llegar a reducir considerablemente las
cosechas en los cultivos establecidos tanto en invernadero como en campo (Bunterngsook et
al., 2012).

Estos organismos ejercen ciertos mecanismos de accion antagonista que involucran la
produccién de compuestos bacterianos, como sideréforos, acido cianhidrico (HCN) y

antibioticos (Bunterngsook et al., 2012).
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Ademaés, se ha comprobado que en algunos casos inducen un sistema de resistencia en las
plantas que hace que puedan tolerar el ataque de diversos patogenos del suelo (Kloepper &
Ryu, 2006).

En cuanto al control de nematodos, cepas de Pseudomonas fluorescens y P. putida han
demostrado actividad antagonista contra Radopholus similis y Meloidogyne spp. en banano,

maiz y tomate (Becker et al., 1988).

Un aislamiento endofitico de P. aeruginosa produjo compuestos toxicos in vitro que result6
en alta mortalidad de los estadios juveniles de M. javanica (Ali Siddiqui & Ehteshamul-
Haque, 2001).

Asimismo, el compuesto 2,4- diacetylpholoroglucinol producido por P. fluorescens redujo

la eclosion de huevos de M. javanica (Siddiqui & Shaukat, 2003).

2.1.3.5. Enterobacter spp.

Varias especies del género Enterobacter se sabe que interactian y ejercer efectos
beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas. EI fomento del crecimiento de las plantas
los efectos de las bacterias beneficiosas pueden ocurrir a través de mecanismos directos o
indirectos que incluyen la produccién de fitohormonas o enzimas que promueven el
crecimiento de las plantas, aumento de la absorcion de nutrientes y prevencion de dafios
fitopatdgenos (Glick et al., 1999).

2.1.3.6. Acinetobacter spp.
Acinetobacter es un género bacteriano omnipresente ampliamente distribuido en ambientes
de suelo y agua y actualmente incluye 17 especies validamente descritas y 14 especies

gendmicas sin nombre (Gerischer, 2008).

Acinetobacter es un microbio del suelo; sin embargo, estudios detallados sobre su papel en

la promocion del crecimiento de las plantas no han sido reportados(Peix et al., 2009).
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2.1.3.7. Serratia spp.

La Serratia spp. es un bacilo gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae. EXisten
estudios donde Serratia marcescens actian como PGPRs para activar el crecimiento en
plantas para el control de P. parasitica en citricos, donde redujo el 50% de la incidencia al
activar la ISR de la planta (Queiroz & Melo, 2006).

La evidencia hasta la fecha ha demostrado que S. marcescens es capaz de inducir el
crecimiento de las plantas y suprime P. parasitica, y también de establecerse en la rizosfera.
Por lo tanto, todos estos criterios lo convierten en un potencial agente de control bioldgico
(Queiroz & Melo, 2006).

2.1.3.8. Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios son productos de bacterias que tienden a ser biosintetizados
después de la tasa de crecimiento o después de la fase exponencial de las bacterias, es decir
en la fase estacionaria. Aunque se desconoce en la mayoria de los casos, la funcion del
metabolito secundario, la bioactividad de estos compuestos ha sido explotada como
medicamentos, veneno, agentes saborizantes en alimentos, fitohormonas y otros de

aplicacion industrial (Chaparro, 2010).

Numerosas bacterias producen antibidticos para asegurar su propia supervivencia. Algunos
de estos antibidticos son inhibidores efectivos de fitopatdgenos y desempefian un papel

importante en la biologia control de enfermedades de plantas (Someya et al., 2004).

Los metabolitos secundarios poseen las siguientes caracteristicas:

e Son productos naturales elaborados por grupos microbianos pertenecientes a ciertas
especies.

e Generalmente sintetizados como compuestos quimicos con diversidad estructural, por
ejemplo: Alcaloides, flavonoides, Benzoquinonas, glucosidos, tetraciclas, aminoazUcares,
etc.

e Parece que no se encuentran relacionados con los procesos de las vias biosintéticas de

macromoléculas como proteinas, &cidos nucleicos y polimeros.
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e En su mayoria son excretados al exterior, lo que puede estar relacionado con la

eliminacion de material toxico.
e Produccion de compuestos estructurales de cubiertas fangicas.

e Captacion de minerales indispensables para otros microorganismos, lo que los hace

competitivos.

e La formacion de sefiales de diferenciacion (esporulacion y acumulacion de productos de

reserva).

e La produccion de elementos que contribuyan a la colonizacion de espacio y nutrientes

(antibidticos y toxinas) (Chaparro, 2010).
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), localizado en el Campus Universitario “Manuel Haz
Alvarez” ubicado en el km 1.5 via Quevedo — Santo Domingo Coordenadas Latitud: 01°06,
Sur; Latitud: 79°27", Oeste.

3.2. Tipo de investigacion

Esta investigacion es de tipo experimental, ya que evalué las variables de forma objetiva,
sistematica y en ambiente controlado con la finalidad de estudiar los efectos que tienen las
PGPRs sobre el nematodo R. similis.

3.3. Meétodos de Investigacion

Se utilizé el método comparativo, donde se compar6 informacion existente en la literatura y
ensayos sobre agentes antagonistas, dicho método fue utilizado para la identificacion de las
PGPRs més eficaces contra el nematodo R. similis.

3.4. Fuente de recopilacion de informacion

La informacion recopilada se la obtuvo a partir de revistas cientificas, libros, boletines, etc.,

asi mismo la informacién recopilada en la investigacion se la realizo por registro de datos.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Disefio para determinar la plataforma de reproduccion masiva mas

idonea de nematodos R. similis

Se aplicd el disefio completamente al azar con 3 tratamientos y 5 repeticiones. Las variables

en estudio fueron sometidas al anélisis de varianza y se empled la prueba de Duncan al 95%
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de probabilidad para establecer la diferencia entre las medias de los tratamientos. El esquema
del andlisis de varianza se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Esquema del Analisis de Varianza Plataforma de reproduccion

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 10
Tratamientos 2
Error 8

e Tratamientos para evaluacion de la plataforma mas idénea de reproduccion

masiva del nematodo R. similis

Tabla 2. Esquema de tratamientos para la evaluacién de la plataforma mas idénea de

reproduccion masiva del nematodo R. similis

Tratamientos

1 Discos de zanahoria
2 Plantulas de banano
3 Control

3.5.2. Disefio para la evaluacion de ensayos antagonistas con rizobacterias

y sobrenadantes contra nematodos juveniles (J1) R. similis.

Se aplicd el disefio completamente al azar con 7 tratamientos en 5 repeticiones. Las variables
en estudio fueron sometidas al analisis de varianza y se empled la prueba de Duncan al 95%
de probabilidad para establecer la diferencia entre las medias de los tratamientos. El esquema

del analisis de varianza se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Esquema del Andlisis de Varianza ensayos antagonistas con Rizobacterias contra

nematodos juveniles (J1) R. similis.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 30
Tratamientos 6
Error 24
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e Tratamientos para evaluacion de ensayos antagonistas con Rizobacterias

contra nematodos juveniles (J1) R. similis.

Tabla 4. Esquema de tratamientos para evaluacion de ensayos antagonistas con

Rizobacterias contra nematodos juveniles (J1) R. similis.

Tratamientos

Pseudomonas protegens CHAO
Pseudomonas veroni R4
Bacillus subtilis

Enterobacter asburiae PM3-14

Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12

o o AW N

Serratia marcescens PM3-8

7 Control

3.5.3. Disefio para la evaluacion de ensayos antagonistas con rizobacterias

y sobrenadantes contra nematodos juveniles (J2) R. similis.

Se aplicd el disefio completamente al azar con 7 tratamientos en 4 repeticiones. Las variables
en estudio fueron sometidas al analisis de varianza y se empled la prueba de Duncan al 95%
de probabilidad para establecer la diferencia entre las medias de los tratamientos. El esquema

del analisis de varianza se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Esquema del Andlisis de Varianza ensayos antagonistas con Rizobacterias contra

nematodos juveniles (J2) R. similis.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 24
Tratamientos 6
Error 18
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e Tratamientos para evaluacion de ensayos antagonistas con Rizobacterias

contra nematodos juveniles (J2) R. similis.

Tabla 6. Esquema de tratamientos para evaluacion de ensayos antagonistas con

Rizobacterias contra nematodos juveniles (J2) R. similis.

Tratamientos

Pseudomonas protegens CHAO
Pseudomonas veroni R4
Bacillus subtilis

Enterobacter asburiae PM3-14

Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12

o o AW N

Serratia marcescens PM3-8

7 Control

3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Materiales de laboratorio

e Puntas Blancas de micro-pipeta (0.2-10ul)

e Puntas amarillas de micro-pipeta (2-20ul y20-200 pl)
e Puntas azules de micro-pipeta (100-1000pl)

e Papel Toalla

e Papel Klennex

e Botellas esterilizables de 500 ml

e Vidrio de reloj

e Juego de Micro-pipetas (0.2-10ul, 2-20pl, 20-200ul y 100-1000ul)
e Tamices (criba de 475um, 90um y 25um)

e Frascos Chopp de vidrio (500 ml)

e Tubos de Eppendorf (0.6 mly 1.5 ml)

e Tubo PCR individual 0.2 ml. Cs/1000.

e Papel Parafilm

e Vasos de precipitacion (50 ml, 250 ml y 500ml)

23



Cajas Petri

Guantes Quirurgicos talla M

Sacabocado

Piceta de 500 ml

Tijeras Quirargicas

Frascos de vidrio tapa amarilla de 250 ml
Embudos simples de vidrio

Llave de paso metélica

3.6.2. Equipos de laboratorio

Balanza de 0,001 g.
Céamara de flujo laminar
Microscopio

Cémara de microscopio
Microondas

Licuadora

Nevera

Vortex

Destilador de agua
Autoclave

Estufa

Centrifuga

Incubadora

3.6.3. Reactivos

Agar noble
Agua ultra pura
Agua milig
Cloro

Etanol 95%
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e KingB

e Sulfato de magnesio hepta-hidratado
e BactoTM Peptona

e Fdsforo de Potacion Dibasico

e Glicerol

3.6.4. Material genético

Se recolectaron muestras de la Finca Experimental “La Maria”, de raices que presentaran
dafos necroticos y rayados rojizos, fueron llevadas al laboratorio de Microbiologia de la

UTEQ, donde se aisld al nematodo R. similis.

Para el estudio in vitro, se utiliz6 las PGPRs del laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia vegetal de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, mencionadas a

continuacion:

e Pseudomonas protegens CHAOQ

e Pseudomonas veroni R4

e Bacillus subtilis

e Enterobacter asburiae PM3-14

e Acinetobacter calcoaceticus BMR 2-12

e Serratia marcescens PM3-8

Para la elaboracion de la plataforma de reproduccion masiva in vivo se emplearon plantas
de banano variedad “Valery” proporcionadas por la Hcda. La Montana ubicada via El

Empalme con las siguientes caracteristicas:
e Ciclo vegetativo: 6-15 afios

e Altura de planta: 3,5m

e Potencial de rendimiento: 10-14 manos por plantas
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3.7.  Manejo del Experimento

3.7.1. ldentificacidn nematodo R. similis por caracteristicas morfoldgicas.

a) Recoleccion e identificacion morfologica

La recoleccion de muestras de raices se realizo en la Finca Experimenta “La Maria”. Con la
ayuda de un barreno se tomaron muestras en un hoyo de 30 cm de largo por 15 cm de ancho
a una profundidad de 20-40 cm. Se tomaron raices que presentaron dafios provocados por

nematodos.

El aislamiento del nematodo R. similis se empled la técnica de Stmerdin (1963). Las
muestras de raices de banano (100 g de raices) se trituraron 20 a 30 segundos en 500 ml de
agua, después de un periodo de reposo de 20 min., la suspension fue vertida sobre un juego

superpuesto de tamices de 500 um, 475 um y 90 um, respectivamente.

Los restos de raices retenidas en la criba de 90 um, se transfirieron a una criba de extraccion
de 20 centimetros de diametro con filtro de papel toalla, colocada dentro de un recipiente

con 100 cc de agua.

Después de 24 a 48 h, todas las formas activas de nematodos pasaron a través del papel toalla
y se recogieron en pequefios volimenes de agua (5-10 ml).

La identificacion se realizo bajo un micrometro a 4X — 10X - 40X de magnificacion, para

establecer las caracteristicas morfométricas de R. similis descrita por Ryss y Woust (1997).

El aislamiento de nematodos juveniles (J1), se eliminaron los contaminantes de las muestras
de raices con agua limpia, fueron segmentadas en partes de 3mm de longitud con una tijera
quirargica, suspendido con hipoclorito de sodio al 10% y se la mantuvo en agitacion durante
10 min, y ser vertidas en un juego superpuesto de tamices de 500 um, 90 um y 25um,

respectivamente.

Los restos de raices retenidas en la criba de 25 pum, se transfirieron a un vaso de precipitacion
de 50 ml.
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Para la identificacidon se tomaron 300 pl de muestra y se transfirieron a un vidrio de reloj
para ser observados en magnificacion 10x, para establecer las caracteristicas morfométricas

de R. similis descrita por Ryss y Woust (1997).

3.7.2. Establecimiento de la plataforma de reproduccion masiva de

nematodos.

a) Plataforma de reproduccién masiva de nematodos R. similis in vivo

Se trasplantaron cepas de banano del subgrupo Cavendish variedad “Valery” en un espacio
de 3x5 m ubicado en el invernadero del laboratorio de microbiologia en la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, con suelo preparado con 7 sacos de bocashi, 3 de tierray 1 de
cascarilla de arroz, a una distancia de 0.5 m entre plantas y 0.5 m entre hileras. A los 50 dias
después de la siembra fueron vertidos 2009 de raices infectadas con R. similis trituradas en
500 ml de agua estéril por planta. Las aplicaciones se hicieron cada dos dias durante 10 dias

para asegurar la colonizacion del nematodo.

b) Reproduccién de nematodo R. similis en discos de zanahorias

Siguiendo lo establecido por Moody (1986), se obtuvieron zanahorias frescas y sanas, fueron
peladas y lavadas con agua estéril, para luego cortarlos en discos con 3-5 mm de espesor y
ser sumergidos en hipoclorito de sodio al 10% durante 5 min y ser remojadas nuevamente
con agua estéril para eliminar el hipoclorito de sodio de los discos de zanahoria.

Los discos fueron flameados y después asperjados con alcohol al 85-90%, acto seguido se
Ilend cajas Petri con 25 ml de agar noble al 2%, donde los discos se colocaron una vez que

el agar se gelifico.

Despueés de preparar los discos de zanahoria, se capturaron nematodos R. similis de raices
de banano usando la técnica ya descrita. Los nematodos obtenidos fueron esterilizados con
ampicilina al 2% de la siguiente forma: se capturaron 50-75 nematodos (50 ul) y colocados
en tubos de eppendorf de 1.5 ml, después se afiadié 200 ul de agua estéril y se centrifugo6 a
3500 rpm por 60 segundos. Se retird 200 ul de sobrenadante, para después afiadir 200 ul de
ampicilina 2% y se centrifugaron nuevamente, proceso que se repitio por tres ocasiones hasta

solo quedar 50 pl de nematodos.
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Los nematodos ya esterilizados fueron vertidos con una pipeta en los discos de zanahoria ye

incubados por 30 dias a 28°C.

c) Recoleccidén de muestras de raices (control)

Para el muestreo de raices se usé la metodologia usada por INIAP (2005), que consiste en la
obtencion de 5 muestras de 100g entre la planta madre y planta hijo al azar en una hectarea,

las muestras fueron tomadas en la finca experimental “La Maria”.

Estas muestras fueron llevadas al laboratorio para ser procesadas, y posteriormente se le

realizar un andlisis usando la metodologia descrita por Araya (2002).

3.7.3. Evaluacion in vitro del efecto antagonico de las Rizobacterias hacia
R. similis

a) Preparacion de placas de inhibicidn con rizobacterias

Los aislados bacterianos se incubaron en King B liquido hasta alcanzar una concentracion
de 1,5 x 10° células/ml, para después recuperar 500 pl del cultivo y homogenizar en 12,5 ml
de King B + 0,3 g de agar/100 ml.

Se transfirid 300 pl del indculo bacteriano a placas de cultivo Greiner Bio Cellstar (Serie:
662-160) incubado por 16 h a 25 °C, hasta alcanzar la concentracion de 1,5 x 10° células/ml.
Para la preparacion de placas de inhibicion, se vertié agar noble al 10% en las placas, poco
tiempo después de gelificarse se le realizaron 3 pocillos que contenian 120 pl King B solido,
cada placa se la consideré como una unidad experimental con 3 sub unidades experimentales

(pocillos).
Una vez preparadas las placas de inhibicion, se recolectaron las colonias bacterianas con una

punta amarilla de micro-pipeta y se las transfirieron a los pocillos de las placas de inhibicion

y se las incubo por 16h a 25 °C.
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b) Enfrentamiento de huevos de R. similis (J1) en placas de inhibicion con

rizobacterias.

Se vertieron 10 pl de nematodos (10 huevos) previamente esterilizados en cada pocillo de
las placas de inhibicion. La evaluacién fue registrada por fotografias cada 24 horas después
del cuarto dia hasta el Séptimo dia de la inoculacién con una cdmara digital Nikon.

¢) Enfrentamiento de juveniles (J2) de R. similis en placas de inhibicién con

rizobacterias.

Se vertieron 20 pl de nematodos (20 nematodos) previamente esterilizados en cada pocillo
de las placas de inhibicion. La evaluacion se registré por fotografias cada 24 horas durante

3 dias con una camara digital Nikon.

3.7.4. Evaluacion in vitro del efecto antagénico de los sobrenadantes

bacterianos hacia R. similis

a) Preparacion de placas de inhibicidén con sobrenadantes bacterianos.

Para la obtencidn de los cultivos filtrados libres de células, las bacterias se incubaron en el
medio de cultivo King B, con agitacion de 150 rpm a 28 °C. Los cultivos fueron colectados
durante las 48 horas. Las células se removieron por centrifugacion a 8000 rpm por 20 min a
4°C. El sobrenadante libre de células se filtr6 asépticamente al pasar por la membrana estéril
con un tamafo de poro de 0,45 um y guardado a 4 °C.

Para la preparacion de placas de inhibicion se vertié 50 ml de agar noble al 10%, poco tiempo
después de que gelificara se le realizo 3 pocillos que contenian 120 ul de agar noble al 2%,
cada placa se la consideré como una unidad experimental con 3 subunidades experimentales

(pocillos).

b) Enfrentamiento de huevos de R. similis (J1) en placas de inhibicion con

sobrenadantes bacterianos.
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Se vertié 10 pl de nematodos (10 huevos) previamente esterilizados en cada pocillo de las
placas de inhibicion. La evaluacion fue registrada por fotografias cada 24 horas después del

cuarto dia hasta el Séptimo dia de la inoculacion con una camara digital Nikon.

c) Enfrentamiento de juveniles (J2) de R. similis en placas de inhibicion con
sobrenadantes bacterianos.

Se vertié 20 ml de nematodos (20 nematodos) previamente esterilizados en cada pocillo de
las placas de inhibicion. La evaluacion fue registrada por fotografias cada 24 horas durante
3 dias con una camara digital Nikon.

3.7.5. Viabilidad de R. similis

Los nematodos de las placas de inhibicion bacterianas y con sobrenadantes bacterianos

fueron evaluados de la siguiente manera:

No presenta movilidad + No recuperan movilidad bajo estimulos

= Nematodo Muerto

Los estimulos se los realiz6 con una fibra de cabello de brocha, los cuales se lo hizo
repetidas veces para observar si recuperaba su movilidad, caso contrario se confirmé su

muerte.

3.7.6. Datos registrados y formas de evaluacion

Morfoldgicos

e Forma (posterior y anterior)

e Longitud de estilete

e Longitud de parte anterior

e Longitud de parte posterior

e Longitud total del nematodo en todos sus estadios.
e Longitud de spicula

e Diametro de cuerpo (cabeza)
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Diametro de cuerpo (ano)

Anélisis Nematoldgico

Numero de Nematodos en 20 pl

Evaluaciones in vitro

Efectos de rizobacterias contra juveniles (J2) de R. similis (%)
Efectos de rizobacterias contra juveniles (J1) de R. similis (%)
Efectos de sobrenadantes bacterianos contra juveniles (J2) de R. similis (%)

Efectos de sobrenadantes bacterianos contra juveniles (J1) de R. similis (%)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Identificacion y caracterizacion morfologica del nematodo R. similis

Los huevos del nematodo R. similis (J1), tienen forma ovoide, son alargados con longitudes
de entre 106-129 um y didmetros de entre 40-51 um, (Figura 1A); El periodo de eclosion

de los huevos de nematodos es de 8-10 dias, (Figura 1B).

Figura 1. Desarrollo del nematodo R. similis J1. A.- Nematodo R. similis en estadio juvenil
1, estadio de huevo; B.- Desarrollo del nematodo en estadio J1, B1. Huevo ovipositado con
5 horas de edad (Etapa de mitosis), B2. Huevo con 2 dias de edad, B3. Huevo con 4 dias de
edad, B4. Huevo con 6 dias de edad, la forma del nematodo esta completamente desarrollada,
B5. Huevo de nematodo con 8 dias de edad, mostrando un nematodo, con érganos y
estructuras ya desarrolladas, B6 Nematodo estadio J2 de 10 dias de edad, mostrando un

nematodo completamente desarrollado.

En la identificacion de los nematodos juveniles 2 de R. similis, en base a las observaciones
realizadas se constatd que posee un cuerpo filiforme con una cabeza corta (parte anterior),
una cola con forma helicoidal alargada (parte posterior), y un dimorfismo sexual entre ambos

géneros.

R. similis macho posee un cuerpo mas alargado que la hembra con una longitud que oscila
entre 640um — 870um (Figura 2A); Parte anterior: Estilete poco desarrollado con longitudes

que varian entre de 12-14um, cabeza en forma de cono que mide de entre 81-95 um con un
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didmetro en la parte mas pronunciada de la cabeza de entre 12-16um (Figura 2B); Parte
Posterior: EI macho posee Spicila (6rgano reproductor) con longitudes que varian entre 13-
23um, y una cola helicoidal con longitudes de entre 75-86um con un diametro en la parte
mas pronunciada de entre 11-14um (Figura 2C).

R. similis hembra posee un cuerpo mas corto en comparacion con el macho con longitudes
que oscilan de entre 605-780um, (Figura 2D); Parte anterior: Estilete bien desarrollado mas
largo y marcado a diferencia del macho con longitudes que varian de entre 16-21um, cabeza
en forma de cono que mide de entre 75-97um con un didmetro en la parte mas pronunciada
de la cabeza de entre 15-25um, en comparacion con el macho la hembra es mas robusta,
(Figura 2E); Parte posterior: La hembra posee ovarios que se encuentra cerca del ano, y una
cola helicoidal con longitudes de entre 77-89 um con didmetros en la parte mas pronunciada

que varian de entre 16-24 um, (Figura 2F).

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas del nematodo R. similis J2. A.- R. similis macho, B.-

Parte anterior del nematodo macho, C.- Parte posterior del nematodo macho, D.- R. similis

hembra, E.- Parte anterior del nematodo hembra, F.- Parte posterior del nematodo hembra.
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Tabla 7. Caracteristicas morfoldgicas R. similis en micras

Caracteristica Macho (pm) Hembra (um) Huevos (um)
Longitud cuerpo 640-870 605-780

Longitud estilete 12-14 16-21

Parte anterior 81-95 75-97

Parte Posterior 75-86 77-89

Didmetro cuerpo ano 11-14 16-24

Diametro cuerpo cabeza 12-16 15-25

Longitud espicula 13-23

Diametro 40-51
Longitud 106-129

4.1.2. Establecimiento de la plataforma de reproduccién masiva de

nematodos mas iddnea

El tratamiento que presento mayor nimero de nematodos fue en discos de zanahoria con un
promedio de 5708 nematodos, superando al tratamiento realizado en plantulas de banano

que present6 3251 nematodos y al tratamiento control con 1710 nematodos, respectivamente.
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Figura 3. Plataformas de reproduccion del nematodo R. similis. Los valores con diferente
letra representan diferencias estadisticas, a un nivel de significancia de (P<0.05). Las barras

indican el namero de nematodos correspondiente de cada tratamiento.
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4.1.3. Determinar el efecto antagonista de los sobrenadantes bacterianos

de las PGPRs contra R. similis in vitro

Ensayos antagonistas con Nematodos J1 (juveniles 1)

Las aplicaciones de los extractos celulares a poblaciones de nematodos in vitro a los 6 dias
de la exposicion, dieron como resultado que Bacillus subtilis alcanzé el mayor porcentaje de
control con 89,8%, siendo estadisticamente igual al extracto de Pseudomonas veroni R4 que
obtuvo 81,7%, Pseudomonas protegens CHAO con 72,7% Yy Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12 con 72,5%. La menor incidencia de actividad antagonista se verifico por el
extracto celular de Serratia marcescens PM3-8 y Enterobacter asburiae PM3-14, que

presentaron porcentajes de 49,0% y 41,5 %, respectivamente.

Los sobrenadantes de las PGPRs a 8 dias de la exposicion, dieron como resultado que
Bacillus subtilis alcanzé el mayor porcentaje de control con el 66,9%, estadisticamente igual
a los tratamientos con Pseudomonas veroni R4 con 65,7%, Pseudomonas protegens CHAO
con 65,7% vy Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 con 61,7%, siendo estadisticamente
superiores a los demas tratamientos con Serratia marcescens PM3-8 y Enterobacter
asburiae PM3-14, que obtuvieron porcentajes de 23,5% y 30,2%, respectivamente.

Los sobrenadantes de las PGPRs a 10 dias de exposicion, dieron como resultado que Bacillus
subtilis alcanz6 el mayor porcentaje de control con el 72,5%, estadisticamente igual a los
tratamientos con Pseudomonas veroni R4 con 70,8%, Pseudomonas protegens CHAO
(CHAQO) con 70,8% vy Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 con 71,7%, siendo
estadisticamente superiores a los demas tratamientos con Serratia marcescens PM3-8 y
Enterobacter asburiae PM3-14, que obtuvieron porcentajes de 34,2% vy 40,0%,

respectivamente.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de eclosién de huevos con sobrenadantes contra R.
similis. Los valores con letras similares no representan diferencia estadistica, a un nivel de
significancia de (P<0.05). Las barras indican el porcentaje de eclosion de huevos
correspondiente de cada tratamiento, mostrando resultados simultaneos a los 6,8 y 10 dias

después de la inoculacion.

Figura 5. Porcentaje de inhibicion de eclosion de huevos con sobrenadantes contra R. similis. A.

Bacillus subtilis, B. Pseudomonas protegens CHAQ, C. Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12,

D. Serratia marcescens PM3-8, E. Pseudomonas veroni R4, F. Enterobacter asburiae PM3-14
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Ensayos antagonistas con Nematodos J2 (juveniles 2)

Las aplicaciones de los extractos celulares a poblaciones de nematodos in vitro a 24 horas
de la exposicion. dieron como resultado que Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 alcanzo
el mayor porcentaje de mortalidad hacia el nematodo R. similis con el 43,4%, siendo este
estadisticamente igual a los tratamientos con Bacillus subtilis con 39,3%, Pseudomonas
veroni R4 con 37,5%, a Pseudomonas protegens CHAO con 35,0% Yy Serratia marcescens
PM3-8 con 33,0% respectivamente. La menor incidencia de actividad antagonista se verifico

por la Rizobacteria de Enterobacter asburiae PM3-14 con 24,0%.

Tratamientos inoculados con sobrenadantes bacterianos a las 48 horas, dieron como
resultado que Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, alcanzé el mayor porcentaje de
mortalidad hacia el nematodo R. similis con el 81,5%, siendo este estadisticamente igual a
los tratamientos con Bacillus subtilis con 75,9%, Pseudomonas veroni R4 con 76,3% y
Pseudomonas protegens CHAOQ con 66,4%, todos estos tratamientos son estadisticamente
superiores a los tratamientos con Serratia marcescens PM3-8 y Enterobacter asburiae PM3-

14 con promedios de 54,8% y 51,2% respectivamente.

Tratamientos inoculados con sobrenadantes bacterianos a las 72 horas, dieron como
resultado que Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, alcanzd el mayor porcentaje de
mortalidad hacia el nematodo R. similis con el 93,3%, siendo este estadisticamente igual a
los tratamientos con Bacillus subtilis con 93,3%, Pseudomonas veroni R4 con 91,4% y
Pseudomonas protegens cepa CHAO con 89,6%, todos estos tratamientos son
estadisticamente superiores a los tratamientos con Serratia marcescens PM3-8 y

Enterobacter asburiae PM3-14 con promedios de 77,9% y 72,6% respectivamente.
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Figura 6. Porcentaje de mortalidad con sobrenadantes contra R. similis J2. Los valores con
letras similares no representan diferencia estadistica, a un nivel de significancia de (P<0.05).
Las barras indican el porcentaje de mortalidad correspondiente de cada tratamiento,

mostrando resultados simultineos a las 24,48 y 72 horas despueés de la inoculacion.

Figura 7. Porcentaje de mortalidad con sobrenadantes contra R. similis J2. A. Bacillus
subtilis, B. Pseudomonas protegens CHAO, C. Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, D.
Serratia marcescens PM3-8, E. Pseudomonas veroni R4, F. Enterobacter asburiae PM3-
14
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4.1.4. Determinacion el efecto antagonista de las PGPRs contra R. similis

in vitro

Ensayos antagonistas con Nematodos J1 (juveniles 1)

Las aplicaciones de las rizobacterias a poblaciones de nematodos in vitro a 6 dias de la
exposicion, dieron como resultado que Pseudomonas veroni R4 con 91,4% fue el que mayor
porcentaje de control alcanzd, estadisticamente igual a los tratamientos con Bacillus subtilis
80,5%, Pseudomonas protegens CHAO 74,7% y Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12
60,8%, estadisticamente superior a los demas tratamientos con Serratia marcescens PM3-8
y Enterobacter asburiae PM3-14, con porcentajes de 50,4% y 37,2% respectivamente.

Tratamientos inoculados con rizobacterias a los 8 dias, dieron como resultado que Bacillus
subtilis con 68,9%, alcanz6 el mayor porcentaje de control sin diferir estadisticamente con
los tratamientos Pseudomonas protegens CHAO con 63,2%, Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12 con 59,2% y Pseudomonas veroni R4 con 54,9%. Todos estos tratamientos fueron
estadisticamente igual a los tratamientos con Serratia marcescens PM3-8 y Enterobacter

asburiae PM3-14, que obtuvieron porcentajes de 43,5% y 25,4%, respectivamente.

Tratamientos inoculados con rizobacterias a los 10 dias, dieron como resultados que Bacillus
subtilis con 75,5%, alcanzé el mayor porcentaje de control sin diferir estadisticamente con
los tratamientos Pseudomonas protegens CHAO con 74,2%, Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12 con 71,7% y Pseudomonas veroni R4 con 68,3%. Todos estos tratamientos fueron
estadisticamente igual a los tratamientos con Serratia marcescens PM3-8 y Enterobacter

asburiae PM3-14, que obtuvieron porcentajes de 51,7% Yy 40,8%, respectivamente.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion de eclosion de huevos con Rizobacterias contra R. similis.
Los valores con letras similares no representan diferencia estadistica, a un nivel de
significancia de (P<0.05). Las barras indican el porcentaje de eclosion de huevos
correspondiente de cada tratamiento, mostrando resultados simultaneos a los 6, 8 y 10 dias

después de la inoculacion.

A. Bacillus subtilis, B. Pseudomonas protegens CHAO, C. Acinetobacter calcoaceticus

BMR2-12, D. Serratia marcescens PM3-8, E. Pseudomonas veroni R4, F. Enterobacter
asburiae PM3-14

41



Ensayos antagonistas con Nematodos J2 (juveniles 2)

Las aplicaciones de las rizobacterias a poblaciones de nematodos in vitro a 24 horas de la
exposicion, dieron como resultado que Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, alcanzo el
mayor porcentaje de mortalidad hacia el nematodo R. similis con el 32,1%, siendo este
estadisticamente igual a los tratamientos con Bacillus subtilis con 31,6%, superando a los
tratamientos con Pseudomonas veroni R4 con 29,5%, Pseudomonas protegens CHAO con
26,6%, Serratia marcescens PM3-8 con 24,1% y Enterobacter asburiae PM3-14 con 21,5%.

Tratamientos inoculados con rizobacterias a las 48 horas, dieron como resultado que
Pseudomonas veroni R4, alcanzd el mayor porcentaje de mortalidad hacia el nematodo R.
similis con el 72,7%, superando a los demas tratamientos Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12 con 68,8%, Pseudomonas protegens CHAO con 65,5%, Bacillus subtilis con
63,7%, Serratia marcescens PM3-8 con 48,3% y Enterobacter asburiae PM3-14 con 41,9%.

Tratamientos inoculados con rizobacterias a las72 horas, dieron como resultado que
Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, alcanz6 el mayor porcentaje de mortalidad hacia el
nematodo R. similis con el 90,1%, siendo este estadisticamente igual a los tratamientos con
90,1%, superando a los tratamientos con Pseudomonas protegens CHAO con 87,5%,
Pseudomonas veroni R4 con 86,5%, Bacillus subtilis con 86,6, Serratia marcescens PM3-8

con 76,2% y Enterobacter asburiae PM3-14 con 71,4% respectivamente.
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Figura 10. Porcentaje de mortalidad con rizobacterias contra R. similis J2. Los valores con
letras similares no representan diferencia estadistica, a un nivel de significancia de (P<0.05).
Las barras indican el porcentaje de mortalidad correspondiente de cada tratamiento,

mostrando resultados simultaneos a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion. 42



Figura 11. Porcentaje de mortalidad con rizobacterias contra R. similis J2. A. Bacillus
subtilis, B. Pseudomonas protegens CHAQ, C. Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12, D.
Serratia marcescens PM3-8, E. Pseudomonas veroni R4, F. Enterobacter asburiae PM3-14
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4.2. DISCUSION

4.2.1. ldentificacion morfologica

El nematodo R. similis tiene un cuerpo filiforme con una cabeza corta (parte anterior) y una
cola con forma helicoidal alargada (parte posterior). Posee dimorfismo sexual entre ambos
géneros coincidiendo con los estudios realizados por Ryss & Woust (1997), quien menciona
que el referido nematodo esta adaptado para moverse con rapidez y facilidad en el suelo,

porque tiene forma filiforme con una cabeza corta y una cola helicoidal.

EIR. similis macho posee un cuerpo més alargado que la hembra con una longitud que oscila
entre 640um — 870um, En su parte anterior presenta un estilete poco desarrollado con
longitudes que varian entre de 12-14um, la cabeza tiene forma de conica que mide de entre
81-95 um con un diametro en la parte mas pronunciada de la cabeza de entre 12-16um. En
la parte posterior el macho tiene espicula (6érgano reproductor) con longitudes que varian
entre 13-23um, y una cola helicoidal con longitudes de entre 75-86pum con un didmetro en
la parte mas pronunciada de entre 11-14um. EI R. similis hembra posee un cuerpo mas corto
en comparacion con el macho con longitudes que oscilan de entre 605-780um. En la parte
anterior presenta un estilete bien desarrollado méas largo y marcado a diferencia del macho
con longitudes que varian de entre 16-21um. Su cabeza tiene forma conica que mide de entre
75-97um con un didmetro en la parte mas pronunciada de la cabeza de entre 15-25um, en
comparacion con el macho la hembra es més robusta. En su parte posterior la hembra posee
ovarios gue se encuentran cerca del ano, y una cola helicoidal con longitudes de entre 77-
89um con diametros en la parte mas pronunciada que varian de entre 16-24, coincidiendo
con las caracteristicas generales morfométricas descritas por Ryss & Woust (1997), quien
menciona que la longitud total del nematodo R. similis es de 601-841 um o mas. La longitud
de la cabeza parte anterior es de 75-96 pum o mas, su estilete tiene una longitud de 13-27 um,
una cola o parte posterior de 65-92 pum, una espicula de 15-25 um, didmetro de la cola de 4-

25 pum.

4.2.2. Plataforma de reproduccion mas idonea del nematodo R. similis

La plataforma de reproduccion masiva de R. similis con mayor nimero de nematodos fue la

elaborada a partir de discos de zanahoria con un promedio 5708 nematodos por discos de
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25g, coincidiendo con lo postulado por Moody (1986), donde indica que los nematodos en
zanahorias tienden a reproducirse asexualmente por partenogénesis, debido a la facilidad que
tienen para penetrar y alimentarse de la misma. Todo esto conlleva a que los nematodos
tengan condiciones favorables alterando asi su comportamiento y favoreciendo a la
reproduccion partenogenética, aumentando su nimero rapidamente en un promedio de 5000
a 6000 nematodos por disco. Los nematodos aislados de discos de zanahoria sufrieron
alteraciones en el desarrollo del estilete disminuyendo su tamario o a su vez atrofiandose, la
hipdtesis que se plantea es que debido a las condiciones de laboratorio y cambio de
alimentacion provocé la alteracién, ya que la zanahoria es un tubérculo muy suculento y

susceptible al ataque de nematodos.

4.2.3. Efecto antagonista de las PGPRs contra el nematodo R. similis

Eclosion de huevos (J1)

La cepa de A. calcoaceticus BMR2-12 presentd un alto potencial antagonista contra R.
similis, obteniendo resultados en la inhibicion de eclosién de huevos superior al 70%,
concediendo con Valarezo, (2017), que indica que las cepas A. calcoaceticus BMR2-12
generd una eclosion de huevos < 75 % en M. incognita. La cepa de B. subtilis alcanz6 un
porcentaje de inhibicién de eclosion de huevos < 75 %, similar a los resultados obtenidos
por Gutiérrez, (2003), menciona que las cepas de Bacillus spp. alcanzaron una reduccion de
la eclosion de huevos de entre 75% Yy 88%. La cepa P. protegens CHAO obtuvo resultados
en la disminucion de eclosion de huevo < 75 %, similar a lo mencionado por Siddiqui &
Shahid, (2003) menciona que en las pruebas de eclosion, encontré el mayor efecto
antagoénico por P. protegens CHAO con 60 % de inhibicion para M. javanica después de 48
h, por la produccion del antibiético 2,4-DAPG, que degrada la pared celular del huevo.
Sherif et al., (1999) La produccién de metabolitos secundarios por las bacterias de la
rizosfera causa una ruptura en la membrana de los huevos de nematodos y afecta la vitalidad
del agallador J2. La cepa P. veroni R4 alcanzo resultados de disminucion en la eclosion de
huevos < 70 %, coincidiendo con Montes et al., (2016), menciona que P. veroni produce
proteasa que tiene actividad nematicida a huevos de Xiphinema index. La proteasa es una
enzima que degrada la pared celular al patogeno. Estas enzimas hidroliticas actian como

factores biocontroladores Elad et al., (1982)
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Mortalidad en nematodo J2

La cepa de A. calcoaceticus BMR2-12 presentd un alto potencial antagonista contra R.
similis, obteniendo resultados de mortalidad en nematodos J2 a las 72h de la exposicion
superior al 90%, diferente a los resultados obtenidos Valarezo, (2017), este menciona que A.
calcoaceticus BMR2-12 gener6 una mortalidad de < 25 % en nematodos J2 de M. incognita
a las 24h de la exposicion. La diferencia en resultados se dio a causa de las pocas horas que
fue evaluado A. calcoaceticus BMR2-12 contra M. incognita. La cepa de B. subtilis, alcanzo
un porcentaje de mortalidad contra R. similis J2 <95%, coincidiendo con Lian et al., (2007),
el menciona que Bacillus spp. posee una mortalidad de nematodos de entre 80%, 99% y
100%. La cepa de P. protegens CHAQ obtuvo resultados de mortalidad < 89%, parecido a lo
mencionado por Valarezo, (2017), La cepa P. protegens CHAO obtuvo un porcentaje de
mortalidad del J2 de M. incognita con 87.5%. La cepa de P. veroni R4 obtuvo resultados de
inhibicion de eclosién de huevos < 89%, mayor a los resultados obtenidos por Valarezo
Castro, (2017) donde menciona que la cepa P. veronii R4 obtuvo un porcentaje de mortalidad
del J2 de M. incognita con 71,6%, la diferencia de resultados pudo ser causada por la

diferencia de concentraciones a la hora de realizar los ensayos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

e Elestadio J1 del nematodo R. similis tiene una duracién de 10 dias, y presento longitudes

de entre 106 um y 129 um con un diametro de entre 40 umy 51 pum.

e EIl nematodo R. similis presento dimorfismo sexual, los machos poseen espicula, un
estilete poco desarrollado y una longitud del cuerpo de 840 um, las hembras tienen ovarios,
un estilete completamente desarrollado y una longitud del cuerpo de 780 pm.

e La plataforma més idénea para la reproduccion masiva de nematodos fue la que es
elaborada a partir de discos de zanahoria, obteniendo un promedio de 5708 nematodos por

discos de 25 gramos.

e Lacepade Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 presento un alto potencial antagonista
contra R. similis, obteniendo resultados en la inhibicion de eclosion de huevos superiores al
70%, similares a las cepas controles Bacillus subtilis con <75%, Pseudomonas protegens

CHAQ con <75% y Pseudomonas veroni R4 con <70%.

e La cepa de Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 presento el mayor porcentaje de
mortalidad contra nematodos juveniles 2 de R. similis superiores al 90%, similar a las cepas
controles Bacillus subtilis con <95%, Pseudomonas protegens CHAO con <89% vy

Pseudomonas veroni R4 con <89%.

48



5.2. Recomendaciones

e Realizar la caracterizacion molecular del nematodo R. similis para obtener un mejor

estudio a nivel de género y especie con mayor grado de confiabilidad.

e Evaluar el efecto antagonista de la PGPRs con mayores resultados a nivel in vivo en

plantulas de banano.

e Elaborar un biorreactor de produccion en masa de las PGPRs para los estudios en

campo.
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ANEXOS

Anexo 1. Aislamiento del nematodo R. similis

Raices Infectadas Eliminacion de Trituracion de Tamizado
suelo raices por 30 seg
3 veces

Incubacidn a 28° C Cubrimiento con Embudo de
papel aluminio Baermann

Anexo 2. Observacion del Nematodo R. similis

100 pl de alicuota Observacién en R. similis hembra
microscopio en
magnitud x4 —x10 — x40
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Anexo 3. Elaboracion plataforma in vitro para la multiplicacién de R. similis en
discos de zanahorias

Discos de zanahoria de Esterilizacion Flameado de discos de Preparacion de placas
3mm de espesor hipoclorito al 10% zanahoria

Disco colonizado por R. Incubar por 30 dias a
similis 28°C

Anexo 4. Elaboracion de Plataforma in vivo de R. similis

Plantulas de banano Aislamiento de R. Inoculacién de R. Raices infectadas 60

sembradas en un similis de raices similis. dias después de la
espacio de 3x5m infectadas inoculacién

Anexo 5. Elaboracion de placas de inhibicion para ensayos antagonistas.

Placas con agar al 10% Placas con pocillos que Inoculacién de Inoculacién de
contenian agar al 2% sobrenadantes nematodos
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Anexo 6. Siembra de bacterias y extraccion de sobrenadantes bacteriano.

Bacterias a las 24 h Centrifugacion para Transferencia a tubos
extraccion de eppendorf
sobrenadantes

Sobrenadantes Choque térmico a 95°
bacterianos Cy-400°C
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