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Resumen
Las Rhizobacterias habitan en la rizosfera de las plantas y pueden ser utilizadas como
controladores biolégicos contra diversas plangas. La Calendula officinalis L. es una potencial
planta de estudio, por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue aislar las rizobacterias de
Calendula officinalis L. y evaluar su capacidad como bio—controlador del nematodo
Meloydogine incognita del cultivo de Solanum lycopersicum L., en condiciones in vitro. Se
utilizé un disefio completamente aleatorizado con seis tratamientos y cinco repeticiones. Se
aislé y caracteriz6 morfolégicamente 12 colonias de rizobacterias, encontrandose que las
cepas 2, 3y 9 poseen caracteristicas morfolégicamente similares al género Bacillus. Y luego
se realizd enfrentamientos duales in vitro, 0.35: 1.5 ml (nematodos: filtrados bacterianos).
Resultando que los tratamientos T2, T3, T4 y T5 tienen un efecto significativo en la mortalidad
de los M. incognita J2 a las 24 y 48 horas. Especialmente T4 que tuvo una efectividad mayor
al 70 % luego de 48 horas de exposicion. Por lo tanto, se concluye que los filtrados
rizobacterianos tuvieron efectos nematicidas sobre M. incognita (J2) y se recomendar su

utilizacién como potenciales Bio-controladores.

Palabras claves: Rizobacterias, nematodos, rizosfera PGPR.



Abstract
Rhizobacteria lives in the rhizosphere of plants and can be used as biological controllers
against pests. Calendula officinalis L. is a potential study plant, therefore, the objective of this
research was to isolate rhizobacteria from Calendula officinalis L. and evaluate their ability as
a bio-controller of the nematode Meloydogine incognita of Solanum lycopersicum L. crop,
under in vitro conditions. A completely randomized design with six treatments and five
replicates was used. Twelve rhizobacterial colonies were isolated and morphologically
characterized, and colonies 2, 3 and 9 were found to have morphological characteristics
similar to the genus Bacillus. Then, dual in vitro confrontations were carried out, 0.35: 1.5 ml
(nematodes: bacterial filtrates). It was found that treatments T2, T3, T4 and T5 have a
significant effect on the mortality of M. incognita J2 at 24 and 48 hours. Especially T4 had an
effectiveness greater than 70 % after 48 hours of exposure. Therefore, it is concluded that the
rhizobacterial filtrates had nematicidal effects on M. incognita (J2) and their use as potential

bio-controllers is recommended.

Key words: Rhizobacteria, nematodes, rhizosphere, PGPR.



Introduccion

El tomate de rifidn (Solannun licopersicum L.) es una de las especies de las
solanaceas mas afectadas a nivel mundial con el ataque del nematodo Meloidogyne spp. En
el Ecuador existen alrededor de 3000 hectareas dedicadas al cultivo de tomate rifion, de las
cuales 2000 ha se realizan bajo invernadero (Barreiro, 2017). Camues Cuesque (2019),
manifiesta que el ataque de nematodo género Meloidogyne spp. ha ocasionado dafios en un
25 % del area total del cultivo de tomate rifion bajo invernadero.

El control del Meloidogyne spp. se realiza tradicionalmente mediante el uso de
nematicidas quimicos. Los nematicidas quimicos tienen un impacto negativo sobre el medio
ambiente y son ineficaces tras un uso prolongado, y se han prohibido parcial o totalmente en
varios paises, por tal razdn, los investigadores buscan alternativas seguras, mas eficaces
(Azlay et al., 2022; Degenkolg & Vilcinskas, 2016), y con una vision amigable con el medio
ambiente Las rizobacterias se han tornado relevantes, puesto que estas bacterias habitan la
rizosfera de las plantas y pueden tener un efecto positivo sobre los cultivos a los que se
asocian como lo reporta Ahmad et al. (2021) Hallmann et al. (2009).

La expresion Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) fue acufiada por
Kloepper & Schroth (1978), para describir las bacterias que habitan la rizosfera y que afectan
positivamente el desarrollo de las plantas (Labra et al.,, 2012). Bashan & Holguin (1998)
promovieron dos nuevos términos PGPB y bio-control PGPB para referirse a las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal y bio-control de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, los que abarcarian todas las bacterias beneficiosas para las plantas, es decir,
rizobacterias que producen antibiéticos, metabolitos antimicrobianos y enzimas hidroliticas,
algunos de los cuales se han reportado con bioactividad para controlar los neméatodos
parasitos de las plantas (Siddiqui & Shahid, 2003). Varias plantas se han reportado con
propiedades nematicidas (Aballay & Insunza, 2002; Martinotti et al., 2016).

La caléndula (Calendula officinalis L.), es usada por los agricultores como repelente
contra moscas blancas, parasitos del ganado y también actla contra nematodos (Ministerio

de Agricultura y Desarrollo Rural, 2006). Estudios sobre rizobacterias, han identificado varias



especies del género Pseudomonas (Prakob et al., 2009) y Bacillus (Yu et al., 2015) que tienen
un alto potencial nematicida, por tal razon, por tanto, el presente trabajo tiene como objetivos:
(a) Aislar las rizobacterias del suelo de las raices de Calendula officinalis L. y (b) Evaluar la
capacidad de las PGPR de calendula officinalis L, como bio — controlador del nematodo
Meloydogine incognita del cultivo de tomate de riidbn (Solanum lycopersicum L.), en

condiciones in vitro.



Capitulo uno
Antecedentes investigativos

1.1 Los microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo interactian con las raices de las plantas y los
componentes del suelo, en la interfaz raiz-suelo (Barea et al., 2005, 2008; Linderman, 1991).
La actividad microbiana del suelo (o edéfica) da cuenta de las reacciones bioquimicas que
suceden dentro de este complejo y heterogéneo sistema (Jackson et al., 2003). Los efectos
deseables de la aplicacién de cultivos de microorganismos benéficos y eficientes a los suelos
pueden fijar el nitrégeno atmosférico (Higa & Parr, 2013), un ejemplo son las bacterias
fijadoras de nitr6geno: toman el N atmosférico (N2) y lo transforman en compuestos
aprovechables por los vegetales, y las bacterias nitrificadoras: oxidan el amoniaco hasta
nitrato (Benintende & Sanchez, 2000).

Otras funciones importantes son la descomposicion de desechos organicos y residuos
(Higa & Parr, 2013), entre ellos estan las bacterias celuloliticas que degradan la celulosa, las
bacterias pectinoliticas en cambio degradan la pectina y sus derivados, el género mas
abundante es Arthrobacter. También estan los hongos heterétrofos y una de las principales
actividades es la degradacion de moléculas complejas como el almidon, pectina, disacaridos,
celulosa, &cidos organicos, lignina, entre otros y dificil de degradar por bacterias (Benintende
& Sanchez, 2000). Estos procesos de degradacién contribuyen al reciclaje e incremento de
la disponibilidad de nutrientes para las plantas, solubilizacion de fuentes de nutrientes
insolubles y degradacién de toxicos incluyendo pesticidas (Higa & Parr, 2013).

Una cualidad de las Rhizobacterias que ha tomado gran interés para su estudio en la
Ultima década es la supresion de patdgenos (Higa & Parr, 2013). Generalmente son las
bacterias y hongos los que pueden colonizar la raiz, el suelo y establecer interacciones que
benefician el crecimiento y la salud de las plantas (Barea et al., 2005).
1.2 Rizobacterias

La mayoria de las asociaciones entre bacterias y plantas ocurren a nivel de la rizosfera

(Hernandez & Aguilar, 2003). La rizosfera es la zona comprendida entre las raices y el suelo



donde ocurren los ciclos biogeoquimicos. ElI microbiota presente en la rizosfera esta
compuesto por bacterias, hongos, omicetos, virus y arqueas. (Philippot et al., 2013). Las
interacciones entre la raiz y los microorganismos juegan un papel fundamental en la salud de
las plantas y la fertilidad del suelo. Las interacciones pueden ser negativas como la
patogénesis o positivas como las relaciones simbidticas (Bais et al., 2006). La expresion Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) fue acufiada por J. Kloepper & Schroth (1978), para
describir las bacterias que habitan la rizosfera y que afectan positivamente el desarrollo de
las plantas (Labra et al., 2012).

Bashan & Holguin (1998) propusieron una nueva clasificacion en las que se incluian
las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas con actividad de bio - control (PGPR).
Las PGPR producen antibi6ticos, metabolitos antimicrobianos y enzimas hidroliticas que
tienen efectos antagonistas a plagas y enfermedades (Siddiqui & Shahid, 2003).

Las PGPR poseen varios mecanismos que estimulan el desarrollo de las plantas. Por
lo general los mecanismos se orientan a una produccion de sustancias que actdan
directamente sobre las células vegetales provocando un aumento en su desarrollo.
Adicionalmente, estas bacterias influyen y participan en el ciclo de nutrientes como nitrégeno
y fésforo, son capaces de tomar formas no disponibles para la planta y transformarlas, hasta
la obtencién de formas asimilables para las plantas, estas caracteristicas han llevado a la
utilizacion de estas bacterias como biofertilizantes (Camelo et al., 2011). Asi mismo, las
PGPR se destacan en el control biolégico de patdgenos con su capacidad de producir
sidero6foros, antibidticos, compuestos volatiles, enzimas liticas (Bais et al., 2004), e inducen
resistencia en las plantas contra enfermedades fungicas, bacterianas y virales y también han
sido efectivas contra insectos y nematodos (Li et al., 2015; Tiwari et al., 2017).

1.3 Control bioldgico con las PGPR.

Entre los géneros de PGPR podemos mencionar Pseudomonas, Burkholderia,
Bacillus, Azospirillum, Herbaspirillum, Enterobacter, Azotobacter, entre otros (Kennedy et al.,
2004; Kloepper et al., 1989). Las PGPR con actividad de control biolégico caracterizadas a

nivel molecular pertenecen al género Pseudomonas (Bloemberg & Lugtenberg, 2001) y



Bacillus. Estos dos géneros tienen alta efectividad en el bio - control de nematodos
fitoparasitos (Aballay et al., 2011; Radwan et al., 2012).

Las Pseudomonas tienen la capacidad de disminuir la viabilidad de agentes
patégenos como: hongos, bacterias, nematodos, mediante un mecanismo antagonista y de
inducir los sistemas de defensa de plantas por la resistencia sistémica adquirida (RSA) y
resistencia sistémica inducida (RSI) (Canchignia et al., 2015). Los principales mecanismos
antagonistas son: la competencia por los nutrientes, minerales, espacio y la sintesis de
metabolitos, tales como sideroforos, antibidticos, toxinas y biosurfactantes (Hernandez et al.,
2014). El patégeno al entrar en contacto con la planta, pone en marcha un sistema de
comunicacion molecular entre ambos, que desencadena la induccion de mecanismos de
defensa en la planta, que esté activando la Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) (Desender
et al., 2007). Un mecanismo RSI es el inducir los exudados de las raices para que actien
como antimicrobianos contra la microflora rizosférica, proporcionando a la planta ventajas
defensivas (Bais et al., 2004; Fu & Dong, 2013; Gao et al., 2015).

Un ejemplo claro lo muestra Orrico Guido et al. (2013) en su estudio en donde
seleccionaron dos cepas de P. fluorescens productoras de 4cido cianhidrico (mecanismo para
el control del Meloidogyne), los resultados obtenidos comprobaron la eficacia de la co-
inoculacion para reducir los dafios producidos por el nematodo al reducir el desarrollo de los
nematodos y simultaneamente estimularon un desarrollo considerable del sistema radical y
la biomasa aérea en las plantas infectadas. También Siddiqui & Shahid (2003) en su estudio
encontrdé que una exposicion significativa del neméatodos neméatodo agallador a filtrados de
cultivo de P. fluorescens en condiciones in vitro reduce la eclosion de los huevos y provoca
una mortalidad sustancial de los juveniles de M. javanica.

1.4 Los nemétodos fitopatégenos

El ciclo de vida de la mayoria de los nemétodos fitopatbgenos es, por lo general,
bastante semejante. Todos los nematodos tienen cuatro etapas larvarias y la primera muda
a menudo se produce en el huevecillo. Después de la Ultima muda, los nematodos se

diferencian en hembras y machos adultos. La hembra puede entonces producir huevecillos



fértles una vez que se ha apareado con un macho o, en ausencia de machos,
partenogenéticamente, o bien produce esperma por si misma (hermafroditismo)(Talavera,
2003).

Los neméatodos que infectan a las plantas producen sintomas tanto en las raices como
en los organos aéreos de las plantas. Los sintomas de la raiz aparecen en forma de nudos,
agallas o lesiones y pudriciones de la raiz cuando las infecciones por nematodos van
acompafiadas por bacterias y hongos saprofitos o fitopatdgenos (Agrios, 2005; Guzman
Piedrahita et al., 2012) clasifica a los nematodos en:

o Nemétodos ectoparasitos, estos se alimentan de los tejidos raiculares
pero sin penetrar a las raices, a estos pertenecen los géneros: Hemicycliophora,
Longidorus, Paratylenchus, Xiphinema, entre otros.

o Neméatodos Semi-endoparasitos: sélo la parte anterior del nhematodo
penetra las raices, estos nematodos se hinchan y no se mueven una vez que han
entrado en la fase de endoparasitos de su ciclo de vida. Ejemplos representativos son:
Tylenchulus, Rotylenchus y Sphaeronema.

o Nematodos Endoparasitos migratorios: no estan fijos, se alojan y
migran través de los tejidos, y todos sus estados de desarrollo son parasiticos.
Ejemplos representativos de este grupo son: Hirschmanniella, Radopholus y
Pratylenchus.

) Nematodos Endoparédsitos sedentarios: se caracterizan por tener un
estilete pequenfio, los juveniles entran al tejido de la planta donde desarrollan un sitio
de alimentacioén fijo e inducen la formacion de un sofisticado sistema tréfico de células
de abrigo (cuidar, criar) llamado sincitia (células gigantes), se tornan inméviles,
adquieren una forma abultada para formar y depositar los huevos. Ejemplos
representativos de este grupo estan: Globodera, Meloidogyne, Heterodera, Nacobbus,

Punctodera y Cactodera.



1.4.1 Los Nemétodos agalladores en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum L.)

Dentro de los nematodos endoparasitos se encuentran los nematodos agalladores de
la raiz que son las plagas mas destructivas en la agricultura, causa graves pérdidas
econOmicas y de rendimiento, en una amplia variedad de cultivos, incluidas las hortalizas
(Collange et al., 2011; Kalele et al., 2010; Kiewnick & Sikora, 2006).

El género Meloidogyne es considerado uno de los mas agresivos en el mundo, con
100 especies descritas, aproximadamente (Mitkowski & Abawi, 2003). Las infestaciones del
neméatodo agallador (Meloidogyne spp.) en cereales como el arroz (Lombeida Garcia et al.,
2021) y hortalizas son comunes en Ecuador y en todo el mundo (por ejemplo, Aballay et al.,
2013; Abd & Kabeil, 2010; Camues Cuasque, 2019). Y solo seis especies son responsables
del 95% de los dafios en los cultivos, siendo Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood,
Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood, Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood, y
Meloidogyne hapla Chitwood, las mas importantes por su extensa distribucién (Sasser, 1980;
Gallegos Morales et al., 2009) que infectan casi todas las plantas cultivadas (Abad et al.,
2008; Sasser et al., 1983).

Camues Cuasque (2019) manifiesta que el ataque Meloidogyne spp. ha ocasionado
dafos en un 25 % del area total del cultivo de tomate rifidn. El tomate de rifion (Solannun
licopersicum L) es una de las especies de las solanidceas mas afectadas a nivel mundial por
los nemétodos fitoparasitos. En el Ecuador existen alrededor de 3000 hectareas dedicadas a
este cultivo (Barreiro, 2017). El control del Meloidogyne spp. se realiza mediante el
fitomejoramiento de la resistencia de la planta huésped (Pérez et al., 2016), manejo mecanico
del suelo usando la exposicion a la energia solar (Carneiro et al., 2013; Melo et al., 2019), y
el uso de los nematicidas quimicos (Pelaez et al., 2015).

1.4.2 Métodos de control para el ataque de Meloidogyne spp.

Los nematicidas quimicos tienen principios activos toxicos y son ineficaces tras un uso
prolongado, sus efectos causan preocupacion debido a su impacto negativo en el medio
ambiente, en la salud humana y animal (van der Putten et al., 2006), por ejemplo, el bromuro

de metilo (Collange et al., 2011) el cual ya esta fuera de uso. Muchos nematicidas se han
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prohibido parcial o totalmente en varios paises, como el carbamato en Argentina (SAGP y A
DECRETO 2121/90 (9-10-90), Argentina), el carbofuran en la Unidn Europea desde 2008
(http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/es/Reports/118.htm) y desde el 2010 en Canada
(normativa: UNEP-FAO-RC-DGD-Carbofuran del 2017), entre otros. La creciente demanda
de alternativas respetuosas con el medio ambiente para controlar los patdgenos de las
plantas ha provocado un aumento de la investigacion y el desarrollo de nuevos bioplaguicidas,
de los que las bacterias representan el 74% del mercado mundial (Mishra et al., 2015).

2 Rizobacterias para el control biolégico de nematodos

En algunas especies de plantas se han identificado PGPR con potencial como agentes
de bio - control (Paul & Lade, 2014). Las especies mas utilizadas como repelentes de
nematodos han sido las plantas del género Tagetes, un claro ejemplo es el citado por
(Quizhpe, 2019), el cual reporta que Tagetes multiffora en una concentracion del 75%
demostré un efecto nematicida en promedio de 93,74% en las primeras 4 horas. Asi mismo,
las propiedades nematicidas de algunos aceites esenciales se atribuyen especificamente a
sus componentes mayoritarios de alcaloides, fenoles, sesquiterpenos, diterpenos,
poliacetilenos y derivados de tienilo (Oka et al., 2000). Por otro lado Castillo et al., 2011
reporto la actividad antifingica de rizobacterias aisladas de Tagetes coronopifolia y Tagetes
terniflora.

La caléndula (Calendula offficinalis L.), es una especie reconocida y usada por los
agricultores contra los nematodos como planta repelente (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural et al., 2006). Los agricultores sugieren sembrar la caléndula alrededor de los
cultivos para minimizar el ataque de los nematodos (Comunidad Gatazo Sambrano,
Riobamba), pero no se han reportado si en sus raices se podrian identificar rizobacterias con

potencial nematicida.
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Capitulo dos
Metodologia de extraccién y pruebas de antagonismo
2.1 Colecta de material

Se identificaron y seleccionaron 14 plantas de Calendula officinales L. de una finca
ubicada a 5 km de la ciudad de Tulcan. Las raices que presentaron un aspecto saludable, sin
signos de dafios mecéanicos, se colectaron con el suelo de la rizosfera para realizar el
aislamiento de las PGPR. Las raices con el suelo se transportaron en una mochila térmica en
fundas debidamente etiquetadas que se almacenaron a 4 °C.

Para el aislamiento de bacterias asociadas a la Calendula officinalis se utilizaron dos
medios de cultivo con propdsitos especificos.Tryptic Soy Agar (TSA), para la multiplicacion y
reactivacion de las bacterias para evaluaciones sobre nematodos con una concentracion del
100 % compuesta de 30 g L' y Tryptic soy Broth (TSB), para la multiplicacion de las cepas,
para la extraccién de filtrados bacterianos con una concentracién del 15% compuesta por 30
gLt
2.2 Aislamiento de rizobacterias.

Para el cultivo de bacterias presentes en el suelo de la rizosfera se tom6 una muestra
de 5 g del suelo de las raices de las 14 plantas de Calendula officinalis L., previamente
homogenizada y tamizada.

Para la preparacion de las disoluciones se pes6 5 g del suelo de rizosfera y se mezclé
en un recipiente con agua destilada estéril, para obtener una muestra madre y a partir de esta
solucidn se aplicé la técnica de diluciones seriadas. Para ello se colocé un volumen de 9 ml
de agua destilada estéril en 10 tubos de ensayo de 10 ml previamente esterilizados y
etiguetados desde 10%,102,10%,104,10°,10°%,107,108,10°10%°. Se agregd 1 ml de la
soluciéon madre al tubo de diluciéon de 10?, se homogenizé totalmente para luego extraer un
volumen de 1 ml con ayuda de una micropipeta y transferirlo al segundo tubo 1072, asi mismo
se homogenizé, se cambid la punta y luego se tom6 nuevamente 1ml de esta dilucion y se
colocé en el tercer tubo 1073, Se realizo el mismo procedimiento hasta obtener la disolucién

1010,
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Figural

Esquema del proceso de diluciones seriadas

\( 1m|) 1mi iml 1m|
% j B 5

Muestra para 1/10 1/100 110° 110* 110° 1108
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!

159 x 10° = 159 x 10°
Contaje Factor Células (unidades
de formadoras de colonias)
dilucién por mililitro de la

muestra original

Nota: adaptado de Brock et al., 2003.

Para la siembra en cajas Petri se utilizé las diluciones 102 a 10 1°, se tomé 100 pl de
la dilucién y se colocé en una caja Petri que contiene medio de cultivo TSA, esto se hizo por
triplicado por cada dilucion para el posterior calculo de las unidades formadoras de colonias
(UFC).

Se aplicd el método de siembra por extension, que consistié en colocar los 100 ul de
la dilucién 107 sobre la superficie de la caja Petri que contiene el medio de TSA y se extendid
con ayuda de un asa de Drigalsky estéril.

Finalmente se selld y etiqueto las cajas Petri con Parafilm, se incubo a 27 °C grados
durante 24 - 48 h. Se realizé el conteo de colonias de la dilucién 102 después de trascurrido
un periodo que oscila entre 24 - 48 horas de incubacion.

Se contd las UFC de las tres cajas Petri de la dilucion 102 y se procedié a seleccionar
las colonias de rizobacterias para la obtencion de las colonias puras. Se realizé la siembra en
cajas Petri de las colonias encontradas en un medio de cultivo TSA por cuadruplicado,
después de 24 - 72 h se realiz6é un nuevo repique. Este procedimiento se realiz6 cuatro veces

hasta obtener colonias puras de rizobacterias.
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2.3 Seleccion de rizobacterias con actividad antagdnica.

Para identificar las rizobacterias con actividad antagonica frente a M. incognita, se
realizaron pruebas de enfrentamiento dual. Para este ensayo se utiliz6 como control agua
estéril y TSB 15 %, en la misma concentracion del filtrado (Aballay et al., 2017). En
condiciones estériles, se colocaron alicuotas de 500 ul de una soluciéon de nematodos que
contendran aproximadamente 30 individuos juveniles 2 (J2) en cajas Petri estériles de 35 mm
de diametro. Luego se afiadié un volumen de 1,5 ml del filtrado de cultivo a cada caja Petri
gue se obtuvo previamente, adicionalmente se afiadié el antibidtico estreptomicina (100 ug
mlt) para evitar el crecimiento de las bacterias que hubieran podido quedar en el filtrado. Las
cajas se mantuvieron a temperatura ambiente a 20 °C durante 48 h. Se registro la mortalidad
en porcentaje de los nematodos por caja Petri, cada 24 h, usando una aguja con punta aguda
para verificar su estado. Al finalizar el ensayo, se verificé si el efecto de los filtrados era
reversible, colocando los nhematodos afectados en agua estéril por 2 horas observando si
tenian 0 no movilidad, para el registro de mortalidad (Castafieda et al., 2016).

2.3.1 Preparacién de los inéculos bacterianos.

Los aislados bacterianos se seleccionaron y se cultivaron en un medio estéril de agar
caldo triptico de soja TSA 100%, se incubaron en la oscuridad por un periodo de 24 h a 22
°C. Los aislados bacterianos individuales se cultivaron bajo condiciones controladas, se
extrajeron sus colonias y se inocularon en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 70 ml de TSB
15 %. Los aislados bacterianos se multiplicaron en un agitador a 160 rpm a una temperatura
de 20 °C por 24 h. La solucién bacteriana se centrifugé a 3 000 rpm por 15 minutos. El
sobrenadante (filtrado) se colectd, separado del pellet (sedimento bacteriano) y luego se

almaceno a 4 °C, para el ensayo in vitro.
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Figura 2
(a) Activacion de rizobacterias en medio TSA 100% de las cepas (1,2 ,3y 9), y (b) Cepas
de rizobacterias en medio de cultivo TSB para la extraccion del filtrado bacteriano para el

ensayo in vitro

(@) (b)

2.4 Pruebas de antagonismos

2.4.1 Extraccién de nematodos.

La extraccion de los nematodos del género M. incognita (Juveniles 2), se realiz6 en
las raices colectadas de una plantacion joven de tomate rifién de la zona de Quinara. Los
nematodos se identificaron mediante morfologia y morfometria mediante la clave de Mai &
Mullin (1996).

Para la seleccién de las plantas de tomate de rifidbn se tomo en cuenta aquellas con
sintomas graves de infestacion como es el amarillamiento del follaje y un alto porcentaje de
nodulacion en la raiz. Para la transportacion de estas plantas se la mantuvo en cadena de
frio a una temperatura de 4 °C. Las larvas de Meloidogyne incognita fueron obtenidas desde
huevos mediante embudos Baermann, para garantizar concentraciones altas de juveniles J2,
se coloc6é en cada embudo una concentracion de mas de 100 000 huevos por litro de M.
incognita y se extrajo las larvas J2. Los huevos eclosionaron 72 horas después. La extraccion
de huevos desde las raices de tomate, se la realizé siguiendo la metodologia de Hussey &
Barker (1973), se coloc6 5 ml (agua y nematodos) en una caja Petri de 35 ml con un cuadrante
de 0,5 x 0,5 cm y utilizando de un estéreomicroscopio (Olympus, SZ60) de 40 X y 60 X

aumentos se contaron los neméatodos Meloidogyne incognita J2.
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Figura 3
(a) y (b) Raices de tomate de rifion (Solanum lycopersicum L.), infectadas con el

nematodo M. incognita utilizadas para el ensayo de enfrentamiento dual

(@) (b)
Figura 4
(@) y (b) Neméatodos J2 de M. incognita. de las raices de tomate de riién Solanum

lycopersicum L. visto en un microscopio de diseccion de 60 aumentos

(@) (b)
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Figura s
(a) y (b) Solucion agua-nematodo para para el ensayo de los enfrentamientos duales, y (c) Embudo

Baermann para la obtencién de los nematodos M. incognita. de las raices de tomate de rifidn Solanum

lycopersicum L

(a) (b) (c)

2.5 Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado. En el estudio in vitro se utilizaron
seis tratamientos incluyendo los controles y cinco repeticiones. Se definieron como efectos
fijos los tratamientos, el tiempo y la interaccion entre tratamiento y tiempo y como efecto
aleatorio se considerd la unidad experimental, dado que las mediciones se realizaron a través
del tiempo sobre la misma unidad. En este ensayo, se consider6 como unidad experimental
la caja Petri. Se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para tamafio de muestra
menor a 30, para definir la estrategia estadistica a emplear. Todos los datos se normalizaron
con logaritmo (Log +1), por lo cual se pudo realizar pruebas paramétricas. Se realizé un
ANOVA de bloques al azar, seguido de la prueba de comparacion de medias de Tukey. El
nivel de significancia empleado para todas las pruebas fue de 0.05 y los andlisis fueron

realizados en el programa estadistico R.
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Figura 6

Ensayo in vitro de los enfrentamientos duales Filtrado de rizobacterias — nemétodos.
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Capitulo tres
Resultados y discusion
3.1 Resultados del primer objetivo: aislar las rizobacterias del suelo de las raices

de Calendula officinalis L.

3.1.1 Aislamiento de Rizobacterias.

El nimero de especies bacterianas identificadas en el grupo de las PGPR, ha venido
en aumento en los ultimos afios. Bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus, han
generado varias investigaciones con efectos prometedores en el control de organismos
fitopatdgenos.

La Calendula officinalis L., es una planta ornamental que tiene efectos nematicidas,
gue afectan directamente en la disminucién de la eclosién, supervivencia y reproduccion del
nematodo Meloidogyne spp. en pruebas in vitro, debido al efecto de aceites esenciales
producidos por la planta durante este proceso, reportes de Pérez et al. (2003) & Garcia et al.
(2011). Por lo tanto, se asumié de que en la rizosfera de esta especie puedan habitar
rizobacterias que ayuden al control del neméatodo Meloydogyne incognita.

En nuestro trabajo se aislo y realizé la caracterizacidon de la morfologia de las colonias
de las 12 cepas de las bacterias encontradas en la rizosfera de la Calendula officinalis L.
(Tabla 1).

La cepa 1 es de forma y borde filamentoso, con elevacion plana, superficie invasiva,
seca y de color blanco. Las cepas 2 y 3 son similares entre si, de forma irregular y borde
ondulado, planas, la superficie es lisa y rugosa respectivamente, de consistencia cremosa y
de color crema y amarilla.

La cepa 4 es de forma puntiforme, con borde lobulado, elevacién plana, de
superficie lisa, opaca y de color blanco. Las cepas 5, 6, 7, 8, 9 con caracteristicas similares
entre si, todas de forma irregular de bordes enteros (5 y 6) y ondulado (7, 8 y 9), elevadas
con excepcién de la cepa 9 que es acuminada, de superficie lisa (6) y rugosas (5, 7, 8y 9),

de consistencias cremosas, de color crema (5, 6 y 9) y amarilla (7 y 8).
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Las cepas 10, 11y 12 de forma circular, con bordes enteros (10 y 12) y lobulado (11),
elevadas (10 y 11) y convexa (12), de superficies lisas (10 y 12) y rugosa (11), de
consistencias cremosas (10y 12) y seca (11) y de colores blanco (10y 11) y crema (12).

Luego del analisis de la tabla 1., se observé que las cepas 2, 3y 9 presentan en sus
colonias caracteristicas comunes, sus formas son irregulares y de color crema, la apariencia
de los bordes es ondulada con elevaciones planas y acuminadas, todas estas cepas con
caracteristicas comunes al género Bacillus, similar a lo reportado por Calvo & Zufiga (2010)
y Wakita et al. (2001). Ademas, Wakita et al. (2001) reportan que las colonias de Bacillus
presentan la caracteristica de formar un anillo concéntrico y borde irregular en el centro similar
alacepa9.

Tabla 1

Descripciéon morfolégica de las colonias de las bacterias aisladas de la rizosfera de la Calendula

officinalis L

Cepas Forma Borde Elevacion Superficie  Color Consistencia
1 Filamentosa Filamentoso Plana Invasiva Blanco Seca

2 Irregular Ondulado Plana Lisa Crema Cremosa
3 Irregular Ondulado Plana Rugosa Amarilla Cremosa
4 Puntiforme  Lobulado Plana Lisa Blanco Opaca

5 Irregular Entero Elevada Rugosa Crema Cremosa
6 Irregular Entero Elevada Lisa Crema Cremosa
7 Irregular Ondulado Elevada Rugosa Amarilla Cremosa
8 Irregular Ondulado Elevada Rugosa Amarilla Cremosa
9 Irregular Ondulado Acuminada Rugosa Crema Cremosa
10 Circular Entera Elevada Lisa Blanca Cremosa
11 Circular Ondulado Elevada Rugosa Blanca Seca

12 Circular Entero Convexa Lisa Crema Cremosa

Aballay et al. (2011) en varios trabajos han destacado el uso de rizobacterias para el
control de nematodos fitoparasitos. Su principal ventaja en los programas de control radica
en el establecimiento de las poblaciones bacterianas que favorecen el control en un mayor

periodo de tiempo, comparado con otras formas de control. Adicionalmente, se ha
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demostrado el efecto que realizan las bacterias sobre las plantas, favoreciendo su crecimiento
con la entrega de metabolitos, hormonas y nutrientes, entre otros.

En el control de nematodos fitoparasitos se destacan especies como Bacillus
megaterium (Aravind et al., 2010; Radwan et al., 2012; Aballay et al., 2013), Bacillus subtilis
(Burkett et al., 2008; Almaghrabi et al., 2013), Bacillus firmus (Terefe et al., 2009),
Pseudomonas aeruginosa (Ali et al.,, 2002) Pseudomonas putida (Aballay et al., 2013) y
Pseudomonas fluorescens (Siddiqui & Shahid, 2003; Hashem & Abo-Elyousr, 2011;
Almaghrabi et al., 2013).

Figura7

(a) Cepa 9 utilizada en el ensayo de enfrentamiento dual, (b) Diferentes cepas aisladas de

la rizosfera de la Calendula officinalis L

(a) (b)
3.2. Resultados del segundo objetivo: evaluar la capacidad de las rizobacterias de la
Calendula officinalis L, como bio - controlador del nematodo Meloydogine incognita del cultivo
de tomate de rifidn (Solanum lycopersicum L.), en condiciones in vitro.
3.2.1 Enfrentamientos duales bacteria-nematodos

El efecto de las rizobacterias para limitar el dafio causado por los nematodos parasitos
de plantas y mejorar el crecimiento de los diferentes cultivos, se ha estudiado previamente.

Sin embargo, tales estudios se han centrado principalmente en los nematodos endoparasitos
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del género Meloidogyne spp., Heterodera spp. (Almaghrabi et al., 2013; Marin & Grayston.,

2019), ya que son los que causan el mayor impacto econémico en los principales cultivos

como en el caso del tomate de rifién (Solanum lycopersicum L.).

Normalmente el ciclo de vida de un nematodo fitoparasito estd compuesto de seis

etapas: huevo, cuatro estados larvarios o juveniles (J), y un estado de adulto (Decraemer &

Hunt 2006). El segundo estado juvenil (J2), es el estado infectivo de los neméatodos

endoparasitos y son los encargados de colonizar nuevas raices, a diferencia de los

ectoparasitos donde cualquier estado larvario o adulto puede ser infectivo.

Para el ensayo de los enfrentamientos duales se seleccionaron las cepas 1, 2, 3y 9

para obtener los filtrados bacterianos, la cepa 1 con una morfologia diferente a las anteriores

y las cepas 2, 3 y 9 con caracteristicas morfolégicas similares al género Bacillus.

Tabla 2

Lista de tratamientos utilizados en ensayo in vitro

Tratamiento Neméatodos pl Filtrado Agua destilada Medio de cultivo
(DP=81000/L) bacteriano (ml) TSB 15 (%)
(ml)

TO 370 15

T1 370 15

T2 370 1.5 (cepal)

T3 370 1.5 (cepa 2)

T4 370 1.5 (cepa 3)

T5 370 1.5 (cepa 9)

DP: Densidad Poblacional

Nematodos: 30 Meloidogyne incognita J2

Cepas: concentracion 1 x 10®
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Figura 8
Prueba de los residuos para la verificacion de una distribucién normal aleatoria de la

mortalidad de M. incognita a las 24 horas
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Prueba de los residuos para la verificacion de una distribucién normal aleatoria de la

mortalidad de M. incognita a las 48 horas
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Figura 10
Mortalidad de M. incognita a las 24 horas (a) y 48 horas (b), incluye el error estandar
(n=5). Las letras minusculas representan el nivel de significancia de acuerdo con la

prueba de Tukey
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Tabla 3

Andlisis de varianza del indice de mortalidad del nematodo (M. incognita) a las 24 horas

Grados de Suma de Cuadrados
libertad cuadrados medios Valor de F p
Tratamientos 5 25.851 5.17 39.985 9.64E-10
Réplicas 4 0.656 0.164 1.268 0.315

Residuos 20 2.586 0.129
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Tabla 4

Andlisis de varianza del indice de mortalidad del nematodo (M. incognita) a las 48 horas.

Grados de Suma de Cuadrados
libertad cuadrados medios Valor de F p
Tratamientos 5 35.29 7.058 36.587 2.13E-09
Réplicas 4 0.9 0.225 1.168 0.354
Residuos 20 3.86 0.193

En el ensayo realizado bajo condiciones in vitro, consideramos la mortalidad de los
nematodos J2 al no observar movimiento al momento de ser evaluados. El ensayo de los
filtrados de las rizobacterias tuvo un indice de mortalidad mayor al 25% en los neméatodos J2
luego de 24 horas de exposicion en los de los tratamientos T3, T4y T5 y menor al 20 % en
el tratamiento T2.

El indice de mortalidad de M. Incognita a las 48 horas en el tratamiento T5 tuvo mayor
efectividad con una mortalidad mayor al 70 %, mientras que, los otros tratamientos T2, T3, y
T4 no sobrepasan el 50 %. Por lo tanto, se evidencia que estas rizobacterias poseen un
potencial efecto nematicida como controlador biol6gico del nematodo M. incognita. Los
filtrados de las cepas 1,2,3 y 9 presentaron diferencias significativas con los tratamientos
control (TSB 15 % y agua).

Cabe destacar que los tratamientos T4 y T5 tuvieron porcentajes de mortalidad in vitro
mayores al 40y 70 % a las 48 h de exposicion al filtrado bacteriano, similar al reportado por
Khan et al. (2008) que evaluo el efecto nematicida del aislamiento de rizobacterias en raices
podridas de ginseng en contra del neméatodo Meloidogyne incognita. El uso tanto de
rizobacterias, como de sus filtrados en condiciones de laboratorio, han alcanzado porcentajes
superiores al 70% de mortalidad en el control de larvas y la eclosion de huevos de
Meloidogyne incognita (Khan et al., 2008; Terefe et al., 2009; Radwan et al., 2012).

De igual manera resultados similares fueron reportados por Condemarin et al. (2018)
quienes evaluaron los efectos de 10 bacterias nativas encontradas en la rizosfera de raices

sanas de cultivo de uva, llegando a obtener en condiciones in vitro hasta un 95 % de
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efectividad en el control del M. incognita. Deza et al. (2012) reporta también una efectividad
del 99 % de la bacteria Bacillus subtilis en el control del nematodo Meloidogyne spp. en
cultivos de Capsicum annuum. Asi mismo reporta Ricaldi Miraval (2019) un control de mas
de un 60 % sobre juveniles de M. incognita al aplicar tres dosis (1; 2 y 3 L/ha) de B. subtilis
en condiciones de invernadero.

Se evidencié una curvatura ventral en un alto porcentaje de mortalidad de los
nematodos M. incognita J2 al momento de ser evaluados, esta seria causada posiblemente
por metabolitos secundarios producidos por estas rizobacterias. Estudios realizados por
Castafieda (2014) indican que estos compuestos provocan la degradacion de los
componentes bioquimicos de la cuticula (colagenos, proteinas insolubles cuticulinas,
glucoproteinas y lipidos) y afectan la viabilidad del nematodo (Johnstone, 2000; Yang et al.,
2013). Segun Castafieda (2014), Engelbrecht et al. (2018), y Lima et al. (2020), algunos
metabolitos y enzimas como HCN, H2S, colagenasas, proteasas y lipasas producidas por
Bacillus spp. y Pseudomonas spp. pueden inhibir a los nematodos endo y ectoparasitos. A
pesar de los avances en la busqueda de las moléculas con actividad nematicida, alin no existe
claridad sobre sus efectos y modos de accidn.

Burkett et al, (2008) en estudios realizados con metabolitos comerciales
rizobacterianos, mostraron una disminucién de agallas en las raices de Meloidogyne incognita
en tomate, adicionalmente, manifestaron incrementos en la masa radical de plantas y la flora
bacteriana del suelo. Para este mismo endoparasito, bajo condiciones de laboratorio, se ha
logrado disminuir la eclosién de huevos en 91 % con filtrados de Paenibacillus polymyxa
(Khan et al., 2008).

Filtrados de cepas de Pseudomonas spp., produjeron el 87 % de mortalidad en
juveniles de Meloidogyne javanica, bajo condiciones in vitro (Vigna radiata) (Ali et al., 2002).

En condiciones in vitro, la inmersion de huevos de Meloidogyne ethiopica en el
sobrenadante de Pseudomonas putida, disminuyé significativamente su eclosion (Aballay et

al., 2013).
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Ademas, en estudios realizados por Becker et al. (1988); Oliveira et al. (2007); Huang
et al. (2010) & Aballay et al. (2013) para los estados juveniles de Meloidogyne spp.,
demostraron que la cantidad de cepas capaces de matar nematodos es mucho mayor en
condiciones in vitro que la cantidad de cepas con actividad similar cuando se inoculan en
macetas o ensayos de campo.

Finalmente, el uso de controladores biolégicos es una buena alternativa al control
convencional (quimico) y cada vez va ocupando un mayor lugar en el mercado gracias al
desarrollo y estudio que se ha realizado en la ultima década (Mnif & Ghribi, 2015; Aballay et
al., 2017). Esto deja en evidencia el importante rol que tiene el control biolégico en la
agricultura (Mishra et al., 2015; Crow & Duncan, 2018). De ahi la importancia de identificar
nuevas especies de plantas de donde se logre aislar rizobacterias que puedan producir
metabolitos secundarios que tengan propiedades nematicidas y asi puedan ser potenciales

bio-controladores.
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Conclusiones

De acuerdo con la hipotesis y objetivos planteados en el presente estudio, los
resultados permiten concluir que:

Los filtrados de las rizobacterias evaluadas tuvieron efectos nematicidas sobre el
nematodo M. incognita (J2).

El filtrado bacteriano de la cepa 9 tuvo una efectividad mayor al 70 % en el ensayo in
vitro en la mortalidad del neméatodo M. incognita J2 y se puede considerar como potencial Bio
— controlador.

Las rizobacterias de la calendula officinalis L., son una fuente interesante para
explorar en el ambito del control biolégico, como una opcién sustentable y amigable con el

medio ambiente frente al uso indiscriminado de pesticidas y fertilizantes quimicos.
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Recomendaciones

Se podria utilizar las cepas estudiadas en este trabajo con potencial de bio control que
se encuentran crio congeladas para un futuro trabajo en el cual se pueden realizar pruebas
bioquimicas para determinar los metabolitos secundarios que estas producen en el control
preventivo del nematodo Meloidogyne incognita y una caracterizacion molecular para
determinar su género y especie.

Se podria realizar pruebas de invernadero en macetas inoculando el pellet que se
obtiene del filtrado bacteriano para visualizar el efecto real de cada cepa como controlador

biol6gico del nematodo M. incognita y asi comprobar su eficiencia en el campo.
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