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Resumen y Abstract \%

Resumen

Meloidogyne incognita es un nematodo capaz de afectar cultivos de importancia
agronOmica, entre los que se encuentran tomate y Sacha inchi. El control de este
nematodo tiene importancia debido a que ocasiona pérdidas importantes en estos cultivos.
Es por esto que la evaluacion de diferentes estrategias de control se hace necesaria, para
lo cual el objetivo del presente trabajo fue evaluar la efectividad de diferentes productos
nematicidas registrados y extractos bacterianos en el control de M. incognita in vitro e in
vivo. Los nematicidas Rugby®, Verango®, Safersoil®, Safelomyces®, QL Agri® y
Sincocin® tuvieron efecto en la disminucion de la eclosién de huevos y movilidad de
juveniles J2 de M. incognita a nivel in vitro, asi como los sobrenadantes libres de células
(SLC) de 9 especies de Bacillus evaluadas, con porcentajes de reduccién por encima del
60%. De estos, B. pumilus EA-CB0070, B. amyloliquefaciens EA-CB1329 y PaeniBacillus
sp. EA-CB0305, tuvieron en promedio reducciones en las nodulaciones en tomate del
90%, seguidos de los tratamientos con B. gibsonii EA-CB0579, B. subtilis EA-CB0015 y B.
subtilis EA-CB0575 donde se encontraron en promedio un 62% menos de nodulaciones.
La actividad nematicida de los SLC de estas Ultimas tres cepas, permanecio estable a
cambios de temperatura (50 — 100 °C), accién enzimatica (proteinasa K) y a tratamiento a
pH 2, caso contrario al ser tratados a pH 10, en donde la actividad nematicida disminuyo
para los SLC de las cepas B. subtilis EA-CB0015 y B. pumilus EA-CB0070, aunque no
para B. gibsonii EA-CB0579. Adicionalmente, se separaron mediante RP-HPLC los
lipopéptidos iturinas, fengicinas y surfactinas producidas por la cepa B. subtilis EA-
CB0015. Estos se evaluaron de forma individual frente a la eclosion de huevos de M.
incognita y todos tuvieron efecto en la disminucion de la eclosion de este estadio. Estos
resultados permiten aportar informacion en el control de este nematodo fitopatégeno
mediante diferentes estrategias, asi como los posibles metabolitos contra M. incognita

producidos por B. subtilis.

Palabras clave: M. incognita, tomate, Sacha inchi, Bacillus spp., lipopéptidos.
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Abstract

Meloidogyne incognita is a nematode that infect many crops of agronomic importance,
including tomato and Sacha inchi. Controlling this nematode is highly relevant because it
causes important crop loses, and therefore evaluating different control strategies are
needed. The aim of this work was to evaluate the effectiveness of different nematicidal
products and bacterial extracts in the control of M. incognita in vitro and in vivo.
Nematicides Rugby®, Verango®, Safersoil®, Safelomyces®, QL Agri® and Sincocin® had
effect on the decrease in hatching of eggs and movility of J2 juveniles of M. incognita, as
well as cell free supernatants (CFS) of 9 species of Bacillus evaluated, with percentage of
inhibition above 60%. From these bacteria, B. pumilus EA-CB0070, B. amyloliquefaciens
EA-CB1329 and PaeniBacillus sp. EA-CB0305, had reductions on nodulations in tomato
on average by 90%, followed by the treatments with B. gibsonii EA-CB0579, B. subtilis EA-
CBO0015 and B. subtilis EA-CB0575, with 62% less nodulations. The nematicidal activity for
the last three CFS, was retained during exposure to temperature changes (50 — 100 °C),
enzymatic activity (proteinase K) and pH 2 treatment, opposite results were found in pH 10
treatment, were nematicidal activity decreased for strains B. subtilis EA-CB0015 y B.
pumilus EA-CB0070. Additionally, were separated lipopeptides fengycins, iturins and
surfactins by RP-HPLC produced by B. subtilis EA-CB0015. Those lipopeptides were
evaluated individually and all suppressed hatching of eggs. All the results allow contribute
information about the control of this phytopathogen nematode by means of different
strategies, as well as possible metabolites produced by B. subtilis involved against M.

incognita.

Keywords: M. incognita, tomato, Sacha inchi, Bacillus spp., lipopeptides.
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Introduccidén

Las diversas especies de Meloidogyne son consideradas de importancia dentro de los
nematodos fitopatdgenos, ya que causan enfermedad en una gran variedad de cultivos
distribuidos a nivel mundial (Siddiqui y Shahid Shaukat, 2003). Estos nematodos
fitopatdbgenos son pardsitos obligados de las raices en donde se establecen y se
reproducen causando dafos irreparables en las plantas (Radwan, Farrag, Abu-Elamayem,
& Ahmed, 2012a). Se estima que hay pérdidas de aproximadamente de 12% en el
rendimiento de cultivos a nivel mundial en cultivos de flores, hortalizas y vegetales (Singh,
Singh, & Singh, 2015).

Dentro de los cultivos de importancia agrondmica se encuentra el tomate, un vegetal que
se consume y produce a nivel mundial y que posee un alto contenido de micronutrientes,
vitaminas y antioxidantes (Arias et al., 2009). No obstante, este cultivo es afectado por una
diversidad de plagas y patégenos entre ellos Meloydogyne spp., los cuales pueden generar
una reduccion en el rendimiento de la producciéon de hasta un 68% (Anton & Guzman-
Hernandez, 2013). Por otro lado esta Sacha inchi, es una planta oleaginosa distribuida en
Latinoamérica en paises como Colombia, Per( y Bolivia (Cai, Zhang, y Jian, 2013) y que
presenta altos contenidos de aceites esenciales (40 - 60%) y proteina (27 - 30%) (Cai,
2011). La produccion de Sacha inchi en Colombia ha incrementado en un 900% entre los
afios 2009 y 2016, ya que en zonas como Putumayo, Amazonas y Valle del Cauca, se
produjeron 41 ton de semilla en el 2009 y para el 2016, aumento a 440 ton (Agronet, 2018).
De la misma manera que para tomate, Meloidogyne spp. representa uno de los mayores
problemas de manejo fitosanitario, con pérdidas del cultivo de aproximadamente el 90%
(Alvarez y Rios, 2007). Hasta el momento, se han desarrollado estudios sobre esta
problematica en Sacha inchi enfocados en el diagnéstico de la susceptibilidad y resistencia

de diferentes accesiones de Sacha inchi al ataque por nematodos fitopatégenos (Castro
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Sanchez, 2013; Marquez Davila, Gonzalez, Arévalo, & Solis, 2013), asi como el control de
este nematodo a partir de la utilizaciébn bajo condiciones de invernadero de hongos
nematéfagos (Leiva Piedra, 2009), sin tener la evaluacion de varias estrategias de control,
llevando a que sea un campo de gran importancia para encontrar alternativas de manejo

para este cultivo.

Algunos de los sintomas que genera Meloidogyne spp., se encuentran la formacion de
ndédulos, deficiencia de crecimiento y clorosis, causando el deterioro de la planta y posterior
muerte (Arias et al., 2009). Para evitar lo anterior, el manejo agronémico de esta plaga en
diversos cultivos a nivel mundial se enmarca en la rotacion de cultivos, siembra de
variedades resistentes y aplicacion de nematicidas de origen tanto quimicos como
extractos vegetales y bioldgicos (Timper, 2014; Xiong et al., 2015). En Colombia, se
encuentran registrados ante el Instituto Colombiano Agropecuario-ICA y para plantas de
importancia econdmica a nivel nacional, productos destinados al control de nematodos del
género Meloidogyne tales como Rugby®, Safersoil®, Safelomyces®, Sincocin® y Eco AZ®
(Instituto Colombiano Agropecuario-ICA, 2014a, 2014b). No obstante, para el cultivo de
Sacha inchi no existen productos nematicidas registrados y por lo tanto, no se cuenta con
informacion que determine la efectividad de estos productos para el control de Meloidogyne

Spp. en esta planta oleaginosa.

Dentro del grupo de nematicidas bioldgicos, se han reportado diferentes organismos que
tienen potencial frente al control de Meloidogyne spp., mediante la inhibicion de la eclosion,
la movilidad o la infeccion en diferentes plantas (Lamovsek, Urek, & Trdan, 2013). El
género Bacillus spp. es uno de ellos, en el cual se ha determinado la habilidad de inhibir el
crecimiento del fitopatdgeno y la induccion resistencia en la planta, mediante la produccién
de enzimas y lipopéptidos que interactian directamente con el fitonematodo o con la planta
(Lee & Kim, 2015). Sin embargo, existen cepas nativas de las cuales se desconoce su

posible potencial frente al control de Meloidogyne spp.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el potencial de diversos productos
nematicidas registrados en Colombia y los productos de fermentacion o extractos

bacterianos de Bacillus spp. sobre M. incognita. Especificamente, se determiné el efecto
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de estos productos y extractos bacterianos tanto a nivel in vitro sobre diversos estadios del

nematodo y a nivel de invernadero sobre Solanum lycopersicum var. Santa Clara.

Adicionalmente, se realizaron caracterizaciones de los sobrenadantes libres de células
(SLC) de las cepas B. subtilis EA-CB0015, B. pumilus EA-CB0070 y B. gibsonii EA-CB0579
los cuales tuvieron efecto en la actividad nematicida en las pruebas in vitro y en
invernadero, con el fin de esclarecer las posibles moléculas involucradas en la actividad
nematicida de Bacillus spp. Estas evaluaciones permitieron seleccionar productos
potenciales para el manejo agronémico de M. incognita en tomate bajo condiciones de
invernadero y determinar los posibles componentes de los productos de fermentacion

efectivos en el control del nematodo fitopatégeno.



Objetivo general

Evaluar la efectividad de diferentes productos registrados y extractos bacterianos en el
control de nematodos fitopatégenos del género Meloidogyne en plantas de interés agricola.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de diferentes productos nematicidas y sobrenadantes
bacterianos libres de células sobre estadios huevos y juveniles J2 de
Meloidogyne sp., a nivel in vitro.

2. Evaluar los productos nematicidas que tuvieron mejor desempefio in vitro asi
como los sobrenadantes bacterianos, en la reduccion de las afectaciones
causadas por Meloidogyne sp. en plantas de sacha inchi y tomate Solanum
lycopersicum var. Santa Clara, a nivel de invernadero.

3. Caracterizar fisicoquimicamente tres sobrenadantes bacterianos libres de
células que tuvieron un buen desempefio en las pruebas in vitro y en
invernadero.

4. Determinar las posibles moléculas involucradas en la actividad nematicida de
Bacillus subtilis EA-CB0015.



1.Marco teodrico

1.1 Nematodos fitopatégenos: Meloidogyne spp.

Dentro de los nematodos fitopatdgenos se encuentra un amplio grupo de géneros capaces
de desarrollarse dentro y fuera de la planta, considerados como especies invasivas gracias
a que se establecen, multiplican y causan un efecto negativo en el area en el que se
encuentran (Singh et al., 2013). Estos organismos son de interés agronémico, debido a
gue causan pérdidas aproximadamente del 12 % en el rendimiento de cultivos a nivel
mundial, cifra equivalente a $157 millones de ddlares de la produccién agricola (Singh et
al., 2015). De estas pérdidas, Meloidogyne spp. representa uno de los principales géneros
de nematodos fitopatbgenos, capaces de parasitar alrededor de 1700 especies de plantas
de importancia econémica en las que puede establecerse, sobre todo en los trépicos
(Bebber, Holmes, & Gurr, 2014; Zhang et al., 2012), debido a que las condiciones
ambientales de humedad y temperatura en esta zona, propician la infeccion. Se conocen
alrededor de 98 especies pertenecientes al género Meloidogyne capaces de parasitar
variedad de plantas vasculares, de las cuales se consideran las mas representativas M.

arenaria, M. javanica, M. hapla y M. incognita (Jones et al., 2013).

Algunos autores categorizan a Meloidogyne spp. como especies invasivas, debido a que
posee multiples rutas de entrada a los cultivos en donde se establece, altas tasas de
reproduccion, diversidad de hospederos, ciclo de vida corto y habilidad para sobrepasar la
resistencia de la planta hospedera (Bebber et al., 2014; S. Singh et al., 2013). Meloidogyne
spp. también es conocido como el nematodo agallador, se ha considerado un organismo
de gran interés, debido a que puede ser imperceptible para la planta. Al infectar, inyecta a
la célula proteinas efectoras que suprime los genes de defensa de las plantas y terminan

siendo imperceptibles para el hospedero (Bellafiore & Briggs, 2010).
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1.1.1 Ciclo de vida Meloidogyne spp.

Las especies de este género de nematodos fitopatégenos, tienen un comportamiento
biétrofo y su ciclo de vida se centra en estadios huevos, cuatro estadios juveniles, hembras

y machos adultos (Rohini, Ekanayake, & Vito, 1986).

Los huevos al ser depositados, estdn contenidos en una matriz de glicoproteinas, las
cuales se encuentran usualmente en la superficie de los nédulos en las raices (Perry &
Moens, 2006). Al eclosionar, las larvas de Meloidogyne spp. pasan a juveniles J1 y luego
a juveniles J2, los cuales se mueven libremente en el suelo rizosférico, en busca de la
punta de la raiz para ingresar a la planta y desarrollar sitios de alimentacion; después de
establecerse, se convierten en sedentarios, pasan a los estadios juveniles J3 y J4 y
posteriormente se diferencian en hembras o machos (Perry, Moens, & Starr, 2009;
Subramanian et al., 2017).

Las hembras, los machos y los juveniles de Meloidogyne spp., poseen estiletes que
consisten en una punta cénica, un tubo recto y tres glandulas (Perry et al., 2009),
estructuras que les permiten perforar, ingresar y alimentarse. Las glandulas esofégicas,
estdn encargadas de la secrecibn de proteinas y metabolitos envueltos en la
reprogramaciéon del desarrollo celular radical, suprimiendo genes comprometidos en la

defensa de la planta (Stéphane Bellafiore et al., 2008).

Al perforar la raiz e ingresar, los juveniles J2 insertan su estilete en el citoplasma de las
células vegetales, induciendo mediante la inyeccion de proteinas efectoras que causan
divisién de nucleo celular sin citocinesis, dando lugar a células gigantes que nutren al
nematodo, principal caracteristica del género Meloidogyne (Stephane Bellafiore & Briggs,
2010; Curtis, 2007); éstas se convierten en estructuras complejas de alimentacion en las

raices de los hospederos, propiciando una fuente duradera y rica en nutrientes (Jones et
al., 2013). Luego de que se establecen las condiciones apropiadas de alimentacién y las

hembras se establecen en el sitio de alimentacion, producen las masas de huevos de las

cuales emergen los juveniles J2 y comienza de nuevo el ciclo de vida del nematodo.
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Algunas condiciones del tropico, son favorables para que este nematodo tenga ciclos de
vida cortos, teniendo varias generaciones por estaciones y favoreciendo el establecimiento
rapido de las poblaciones (Coyne, Nicol, & Claudius-Cole, 2007). El desarrollo y la duracién
del ciclo de vida de Meloidogyne spp., depende de factores ambientales y del hospedero,
debido a que al tener condiciones Optimas de temperatura y humedad por ejemplo, este
nematodo fitopatdbgeno podria desarrollar un ciclo de vida més corto y generar mas
poblaciones en el suelo (Rohini et al., 1986) o de forma contraria, no completarse el ciclo
de vida (Ploeg & Maris, 1999) . Ploeg y Maris (1999), reportaron que en plantas de tomate
M. incognita a 19.5y 25 °C tarda 44 y 27 d en completar el ciclo de vida, respetivamente.
En este sentido, conocer el ciclo de vida de Meloidogyne spp., los tiempos y las
condiciones de propagacion es importante a la hora de seleccionar los estadios en los
cuales se desea realizar intervencion, con el fin de un adecuado manejo fitosanitario del

nematodo (Jansen-Girgan, Claassens, & Fourie, 2016).

1.1.2 Sintomatologia de la enfermedad

La aparicion de los sintomas varia desde la especie del nematodo, el género de la planta
y las condiciones de cultivo (Ravichandra, 2014). Pero en la mayoria de las plantas
aparecen sintomas de deficiencia nutricional, teniendo como consecuencia la disminucién
en los rendimientos, dependiendo de la densidad poblacional en el suelo (Arias et al.,
2009).

Es comun que la manifestacion de la enfermedad se dé con hojas cloréticas o amarillas,
disminucion en el tamafio de la raiz, enanismo de la planta, marchitez y reduccion en la
longitud de las raices, causando deficiencia en la captacién de nutrientes para el
crecimiento de la planta (Coyne et al., 2007). La aparicion de estos sintomas va a depender
del desarrollo del nematodo. En este sentido, se establece que a 25°C el ciclo

de vida en tomate dura aproximadamente 27 d, tiempo para el cual ya se podrian observar
nodulaciones y acortamiento en raices, disminucién en el crecimiento y posteriormente,

marchitez (Perry & Moens, 2006).

Uno de los principales signos causados por Meloidogyne spp. es la formacion de nédulos

en las raices de las plantas (Alvarez & Rios, 2007), aunque en algunos hospederos como
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papa y zanahoria, deforman como tal el tubérculo y hacen que el signo de la enfermedad
no sea detectable a simple vista, sobre todo cuando las hembras no depositan las masas
de huevos por fuera de la raiz sino embebidas en la corteza de las mismas (Perry et al.,
2009; Jones et al., 2013). Estas nodulaciones, sirven como herramienta para conocer la
severidad de la infeccion causada por el nematodo en la planta.

En el caso de tomate, esta planta al estar infectada por este nematodo, muestra retraso
en el crecimiento y los sintomas tipicos generados por Meloidogyne spp. (Z. A. Siddiqui,
2004), siendo una de las plantas modelo mas estudiada en cuanto a la interaccién

nematodo-hospedero (Seid, Fininsa, Mekete, Decraemer, & Wesemael, 2015).

1.2 Incidencia de Meloidogyne spp. en plantas de interés
agricola

1.2.1 Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum), es una planta de la familia de las solanaceas, nativa
del sury el centro de América, la cual ha sido importante debido a que es una fuente rica
en micronutrientes, vitaminas y antioxidantes y hace parte de la dieta humana (Arias et al.,
2009; Seid et al., 2015). El crecimiento de esta planta se puede desarrollar en muchos
tipos de suelo, aunque estos deben ser ricos en materia organica con un rango de pH
Optimo entre 6 - 7 (Udo, Uguru, & Ogbuiji, 2013). Esta es una planta perenne de porte
arbustivo que se cultiva como anual, puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o
erecta; el ciclo de produccién es de aproximadamente 7 meses a 25°C. La humedad
relativa ideal para el desarrollo del cultivo de tomate debe estar entre un 65y

un 75% para su optimo crecimiento y fertilidad (Escobar & Lee, 2009; Jaramillo, Rodriguez,
Guzman, Zapata C., & Rengifo, 2007).

A nivel mundial, existen 5 x 10° ha de produccién, en las cuales para el 2016 se reportaron
170.000.000 ton producidas globalmente, de las cuales los paises americanos aportan el

18.5% (FAO, 2018). Colombia ocupa el puesto nimero 34 a nivel mundial en la produccion
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y el departamento del pais que encabeza la lista en area cosechada de tomate es Norte
de Santander con aproximadamente 2000 ha, seguido de Santander y Boyaca (Agronet,
2018). Sin embargo, existen diversas enfermedades que atacan a esta planta y su fruto,
afectando asi la calidad y generando disminucion en el rendimiento de la produccién de
tomate. Una de las afectaciones asociadas a éstas pérdidas es el ataque por nematodos,
de los cuales uno de los géneros de mayor importancia es Meloidogyne spp., del cual se
ha reportado que puede generar una reduccion en el rendimiento de la produccion de hasta
un 68% (Anton & Guzman- Hernandez, 2013).

Hasta el momento, el control de esta plaga en cultivos susceptibles de tomate esta
asociado a diferentes estrategias quimicas, bioldgicas y culturales, dentro de planes
de manejo integrado de plagas y enfermedades. Es asi como se reporta el uso de
formulaciones a partir de microorganismos como Bacillus spp., Trichoderma spp. y
Purpureocilium lilacinus (Radwan et al., 2012a; Terefe, Tefera, & Sakhuja, 2009), asi
como la utilizacion de compuestos quimicos y extractos vegetales (Nasr, 2015; Oka et
al., 2000).

1.2.2 Sacha inchi

Plukenetia volubilis cominmente conocida como Sacha inchi hace parte de la familia
Euphorbiaceae, con distribucién en regiones tropicales, (Cardinal-McTeague & Gillespie,
2016). Es una planta que ha cobrado relevancia debido a que los contenidos de aceites
Omega-3 y -6 y proteicos en sus semillas, propiedad que ayudd a que sean
tradicionalmente consumidas por diferentes grupos nativos de la region amazonica
(Guillén, Ruiz, Cabo, Chirinos, & Pascual, 2003; Gutiérrez, Rosada, & Jiménez, 2011).
Los principales productores de Sacha inchi a nivel mundial son Pert y Ecuador y otros
paises como China, en donde hay cultivos emergentes de esta oleaginosa (Yang et al.,
2017).

En Colombia, los cultivos de Sacha inchi se han reportado hasta el afio 2016 en los
departamentos de Putumayo, siendo el mayor productor con 184 ha de area cosechada,
seguida de Valle del Cauca con 87 ha, Amazonas 60 ha y Antioquia 57 ha (Agronet, 2018).
Las semillas de Sacha inchi que se encuentran son nativas, originarias de la region

amazonica del pais. Dentro de los estudios a nivel nacional, las semillas que se han



10 Evaluacién de diferentes estrategias de control de Meloidogyne sp. en cultivos de interés

agronémico

utilizado han sido materiales distribuidos comercialmente por la empresa Colbio (Ayala
Martinez, 2016), denominados INCA-1, CATIO-2 y NUKAK-3.

Dentro de las principales plagas y enfermedades que atacan esta planta, se encuentran
especies de los nematodos Aphelenchus y Meloidogyne, siendo este dltimo el principal
agente causal de mortandad en el cultivo alrededor del segundo afio de produccion, con
mortalidad de alrededor del 90% por plantacién (Alvarez & Rios, 2007; Manco-
Céspedes, 2006). En China, se reporta M. javanica en plantas cultivadas de Sacha inchi
(Wang et al., 2014); las hembras aisladas en esta region, son de coloracién rojiza y con
produccién de masas de huevos internas. Del mismo modo, en Perl se han desarrollado
investigaciones que han apuntado a evaluar las concentraciones infectivas de Meloidogyne
sp. en diferentes variedades de Sacha inchi (Marquez Davila et al., 2013; Marquez,
Cayotopa, Arévalo, Vivanco, & Arévalo, 2007), asi como estrategias de control del

nematodo mediante la utilizacion de hongos nematofagos (Leiva Piedra, 2009).

1.3 Control de Meloidogyne spp.

El manejo agrondmico de esta enfermedad, histéricamente se ha hecho por la introduccion
de plantas resistentes, rotacion de cultivos, practicas culturales o nematicidas quimicos
(Ortiz, Perry, Goovaerts, Vellidis, y Sullivan, 2010). EI manejo integrado de estos
organismos fitoparasitos, se hace de manera conjunta utilizando métodos de control
cultural, quimico, microbioldgico y alternativas como el uso de productos naturales como

extractos vegetales (Lamovsek et al., 2013).

1.3.1 Productos quimicos

La utilizacién de agentes de control de nematodos, se ve enmarcada en la implementacion
de agentes quimicos o pesticidas, los cuales muestran resultados rapidos mediante accién
por contacto y/o via sistémica. Pueden ser aplicados en semilla, haciendo inmersion de la
raiz de la planta o mediante aplicacién directa en suelo (Rahman Khan, Haque, & Nida,

2014). Estos agentes han sido los mas utilizados y efectivos a la hora de reducir las
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poblaciones de Meloidogyne spp., promoviendo que la industria de pesticidas se interese
en la produccién de nematicidas de nueva generacidn o menos perjudiciales en el

ecosistema (Seid et al., 2015).

Los organofosfatos son moléculas que se han encontrado efectivas en el control de
Meloidogyne spp.; dependiendo de la concentracion y del modo de aplicacion, su efecto
puede variar, pero la forma de accion es mediante la inhibicién de la actividad en la acetil-
colinestareasa (A-ChE) (Aktar, Sengupta, & Chowdhury, 2009; Goncgalves Borges, Kuhn
Odair, Battistus, Lopez Estevez, & Coltro, 2013), la cual esta implicada en la sefializacion
del sistema nervioso del nematodo, dejando como consecuencias pardlisis del mismo
(Radwan, Farrag, Abu-Elamayem, & Ahmed, 2012b) ; dentro de este grupo se encuentran
por ejemplo, los cadusafos, fosfiazatos, fenamifos y terbufos, moléculas activas de
productos nematicidas que son distribuidos en Colombia (Instituto Colombiano
Agropecuario-ICA, 2017b). Estas moléculas también estan presentes en productos de
distribucién internacional, como Nemathorin® (Syngenta), Vydate® (Dupont) y Aeris®
(Bayer Cropscience), comercializado en EEUU y que guarda similitud en sus ingredientes

activos con Larvin®, el cual tiene distribucién en Colombia.

Por otro lado, algunas moléculas fungicidas se han reportado como nematicidas y se han
comercializado para el control de M. incognita y Rotylenchulus reniformis. Es el caso de la
molécula Fluopyram presente en nematicidas de circulacién en Colombia e inhibidor de

la enzima succinato deshidrogenasa, la cual esta implicada en la respiracion celular del

microorganismo (Faske & Hurd, 2015).

La implementacion de éstas moléculas como plaguicidas, ha contribuido al desarrollo de
la agricultura mediante el control de plagas y enfermedades. Los pesticidas deben ser
letales para las especies objeto de control y no para otras e infortunadamente este no es
el caso (Aktar et al., 2009); esto, sumado a las regulaciones de los agentes de control
quimico, debido a las implicaciones ambientales y en la salud humana, ha sido un tema

controversial a la hora de hacer uso de estos agentes.
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1.3.2 Productos naturales

= Extractos vegetales

Los aceites esenciales vegetales, pueden ser sustancias volatiles encontradas en variedad
de plantas; entre ellos se encuentran algunos terpenoides y fenoles que han exhibido
actividad nematicida (Andrés et al., 2012). Dentro del grupo de extractos vegetales que se
reportan como potenciales controladores de nematodos fitopatdgenos, entre ellos
Meloidogyne spp., esta la jojoba, caléndula y neem (Mervat, Shawky, & Shaker, 2012; Oka
et al., 2000), los cuales son tenidos en cuenta como alternativas de manejo de este
parasito. Los modos de accion de estos compuestos estan muy relacionados con la
capacidad de inhibir el sistema nervioso, interferir con el neuromodulador octopamina o
permeabilizacion de la membrana celular (Andrés et al., 2012). Del mismo modo, pueden
modificar y potenciar las poblaciones presentes en el suelo que pueden llegar a ser
antagonistas de los nematodos parasitos de la planta (Pinkerton & Kitner, 2006) o
interactuar directamente con los juveniles J2 y desorientarlos para evitar que ingresen a la
raiz (Giannakou, 2011).

* Hongos nematéfagos

La habilidad de algunos microorganismos para controlar nematodos parasitos de plantas,
recae en la capacidad de inducir resistencia en las plantas, degradar compuestos de
sefializacion, infectar diferentes estadios del ciclo de vida del nematodo o colonizar las
raices, impidiendo la penetracion de los juveniles infectivos (Kiewnick & Sikora, 2006;
Lamovsek et al., 2013).

Muchos de los hongos que se reportan como controladores de Meloidogyne spp., tienen
la capacidad de parasitar los estadios huevos o los juveniles J2 (Timper, 2014) y gracias a
su capacidad para controlar este nematodo fitopatégeno y a su biologia, pueden ser
formulados. Existen reportes para formulaciones de Trichoderma spp. (Affokpon et al.,
2011), Pochonia clamydosporia (Viggiano, de Freitas, & Lopes, 2014) y Purpureocillium
lilacinum (Anastasiadis, Giannakou, Prophetou-Athanasiadou, & Gowen, 2008) como
efectivos en controlar de forma in vitro y en planta. Estos organismos son altamente

promisorios en el control de nematodos fitopatégenos; las principales dificultades que se
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tienen son el establecimiento en suelo, la competencia con otros organismos y la
variabilidad de su control dependiendo de las condiciones en las que se encuentra el

sustrato en el que se adiciona (LamovSek et al., 2013).

Dentro de las formas de accién de Trichoderma spp. en el control de especies de
Meloidogyne, se reporta las interacciones que lleva a cabo con la matriz gelatinosa de las
masas de huevos desde la zona apical de la hifa (Sharon, Chet, & Spiegel, 2009),
permitiendo la adherencia del hongo a los huevos y posterior inhibicion de la eclosion. En
el caso de P. lilacinum, se ha visto asociada la produccién de quitinasas y proteasas a la
reduccion de la eclosion y movilidad en estadios huevos y juveniles J2, respectivamente,
de diferentes nematodos fitoparésitos, incluyendo Meloidogyne spp. (Kiewnick & Sikora,
2006). Gracias a estas caracteristicas, algunos hongos han sido formulados y
comercializados en diferentes paises como EEUU (Bioact® - Bayer Cropscience), Cuba

(KlamiC® - Censa) y Colombia (Instituto Colombiano Agropecuario-ICA, 2017a).

= Bacterias

En el caso de las bacterias, existen varios organismos que se reportan como capaces de
inhibir la eclosion o disminuir la movilidad en nematodos fitopatdgenos. La bacteria
Pasteuria penetrans ha sido reportada como una de las principales bacterias encontradas
como biocontroladora de Meloidogyne spp.; dada su especificidad, es clasificada como
pardsito intracelular de este nematodo y sus esporas, pueden permanecer en suelo por
mucho tiempo y resistir condiciones extremas como altas temperaturas y sequia (Bird,
Opperman, & Davies, 2003; Chen, Charnecki, Preston, & Dickson, 2000). En Colombia no
se encuentran disponibles productos a base de este microorganismo a diferencia de EEUU

en donde se distribuye Econem® (Syngenta).

Por parte de los organismos Gram negativos, especies de los géneros Pseudomonas,
Burkolderia y Serratia, se han reportado no solo como enddfitos en diferentes cultivos, sino
también como microorganismos que tienen una relacion directa con reduccion en las
nodulaciones en raices y en las poblaciones de Meloidogyne spp. en suelo (Siddiqui &
Shaukat, 2003). Los mecanismos de accién pueden ser competencia directa por nicho,
induccién de resistencia en la planta o producciéon de moléculas antibiéticas. En este

sentido, se han reportado por ejemplo que el 2,4-diacetilfoloroglucinol es un metabolito
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producido por P. fluorescens bajo ciertas condiciones de cultivo y tiene la capacidad de
causar inmovilidad de juveniles J2 en M. javanica e induccién de resistencia en plantas de
tomate (I. Siddiqui & Shahid Shaukat). Por otro lado, de las bacterias Gram positivas, los
Bacillus spp. se han reportado como un género controlador eficaz del nematodo agallador
mediante la produccion de antibidticos, surfactantes y enzimas (Lee & Kim, 2015). Las
especies de este género, han sido empleadas gracias a que pueden ser potencialmente
formuladas en productos comerciales estables (Posada et al., 2016).

En los ultimos afios, la busqueda de compuestos antagonistas o nematoxicos derivados
de los productos de fermentacion de diferentes microorganismos, se ha intensificado
debido a que se encuentran varias toxinas, enzimas u otros compuestos producto del

metabolismo que llevan a cabo (Nasr, 2015).

1.4 Bacillus spp. y sus moléculas nematicidas

Bacillus spp. son bacterias Gram positivas formadoras de endosporas presentes en
muchos ambientes naturales. Muchas especies de pertenecientes a este género, son

consideradas rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en
inlés), las cuales tienen capacidad de producir metabolitos antimicrobianos y enzimas que
han sido reportadas como controladoras de nematodos parasitos de plantas, dentro de los
gue se encuentra Meloidogyne spp. (Aballay, Prodan, Zamorano, & Castaneda-Alvarez,
2017; Rainer, 2017). De acuerdo con esto, se han realizado estudios a nivel in vitro para
corroborar la actividad nematicida de ciertos grupos bacterianos. Es el caso de B. pumilus,
en donde tanto las células como el sobrenadante libre de células (SLC) redujeron la
eclosion de huevos de M. arenaria en un 88.3% e inhibieron un 92.8% juveniles J2 del
mismo nematodo (Lee y Kim, 2015). Adicionalmente, existen reportes para B. subtilis
(Oliveira et al.,, 2014; Xia et al.,, 2011), B. amylolquefasciens (Abdel-Salam, Ameen,
Soliman, Elkelany, & Asar, 2018) y B. megaterium (Padgham & Sikora, 2007), entre

muchos otros.
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En este sentido, se han estudiado los metabolitos implicados en la accibn nematicida, con
el fin de entender el mecanismo de acciéon, dentro de los cuales se ha establecido la
produccién de enzimas hidroliticas (Aballay et al., 2017), proteoliticas (Perry et al., 2009) y
otras moléculas como lipopéptidos ciclicos, los cuales tienen la capacidad de degradar la
membrana del nematodo o intercalarse en la misma, interfiriendo en su estructura y funcion
(Kavitha, Jonathan, & Nakkeeran, 2012; Zhao et al., 2018).

1.4.1 Enzimas

Las enzimas extracelulares hacen parte de ese coctel metabdlico producido bajo diferentes
condiciones de cultivo de Bacillus spp. La sintesis y produccion de estas, se ve influenciada
por los organismos con los cuales interactian las bacterias. Es asi como debido a la
composicion quimica de la membrana de los nematodos, existe relacion entre el
crecimiento por ejemplo de B. pumilus y la produccién de quitinasas y proteasas para

actuar como inhibidores de la eclosién de huevos de M. incognita (Lee & Kim, 2015).

Como parte de las enzimas reportadas para el control de nematodos, Niu y colaboradores
(2006), encontraron la produccién a nivel in vitro de una serin proteasa por

parte de B. nematocida capaz de destruir en 48 h estadios larvales de Bursaphelenchus
xylophilus, un nematodo patdgeno de pino. Asimismo, PaeniBacillus ehimensis ha sido
reportada para el control in vitro y en planta de M. incognita, mediante la produccién de
quitinasas, las cuales inhibieron en un 60% el porcentaje de eclosién de huevos, después
de 5 d de evaluacion (Hong, Anees, & Kim, 2013). Cabe destacar que muchas de estas
enzimas son producidas en fermentaciones en las cuales se hace necesaria la adicion al
medio de cultivo de compuestos que sirven como precursores de éstas moléculas (Woo-
Jin et al.,, 2002). Los modos de accion de estos metabolitos estan estrechamente
relacionados con la membrana de los nematodos. Es asi como pueden interactuar con la

membrana, provocando dafios irremediables como lisis celular (Perry et al., 2009).

1.4.2 Lipopéptidos

Los lipopéptidos producidos por Bacillus spp. tienen una estructura comun, que consiste

en una cola lipidica unida a un oligopéptido ciclico (Raaijmakers, de Bruijn, Nybroe, &
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Ongena, 2010); difieren por la secuencia de aminoacidos, la longitud de las cadenas de
acidos grasos y caracteristicas de la cadena ciclica (Villegas-Escobar, 2012) y son
sintetizados por complejos multienzimaticos no ribosomales del microorganismo
(Gonzélez-Jaramillo, Aranda, Teruel, Villegas-Escobar, & Ortiz, 2017). Dentro de los
lipopéptidos producidos por Bacillus spp. se encuentran las surfactinas, iturinas y
fengicinas, los cuales son metabolitos secundarios que pueden interactuar con los
patbgenos o competidores directos de las bacterias  (Almaghrabi, Massoud, &
Abdelmoneim, 2013).

La surfactinas e iturinas estan compuestas estructuralmente de 7 a-aminoacidos y las
fengicinas de 10 a-aminodcidos, las cuales estan unidas a una cadena de 4cidos grasos
gue varia en tamafio para cada lipopéptido (Ongena & Jacques, 2008). Estas estructuras
han sido estudiadas por sus implicaciones en la formacién de biopelicula (surfactinas e
iturinas), actividad antibacterial y antifingica (surfactinas, iturinas y fengicinas) y

sefalizacién celular con plantas (surfactinas) (Ongena & Jacques, 2008).

Las propiedades antimicrobianas se han asociado a su caracteristica anfipatica, lo cual les
confiere capacidad de interactuar con las membranas de los diferentes organismos
(Ongena & Jacques, 2008) y producir poros o vacuolaciones. Del mismo modo, pueden
estar involucrados en la resistencia sistémica inducida, mediante la interaccion directa con
la planta. Para el caso de nematodos fitopatdgenos, se reporta como las surfactinas e
iturinas producidas por B. subtilis, fueron capaces de suprimir in vitro la eclosién de huevos
e inhibieron juveniles J2 de M. incognita produjo altas concentraciones de (Kavita et al.,
2012). De igual forma, existe reporte de como las surfactinas e iturinas aisladas desde B.
weihenstephanensis, B. subtilis y B. licheniformis, fueron efectivas solas y en combinacion

contra M. ethiopica (Tamalika & Ramakrishnan, 2016).



2.Materiales y métodos

2.1 Nematodo Meloidogyne sp.

2.1.1 Aislamiento y mantenimiento

El aislamiento del nematodo Meloidogyne sp. se realizé a partir de plantas de Sacha inchi
provenientes de semillas denominadas El Arrullo, finca Santa Rosa en el corregimiento
Camilo C. del municipio de Fredonia - Antioquia (6°11'06.2”N/75°34'05.2”W /1165
m.s.n.m.). Se colectaron 100 g de suelo y 30 g de raices de plantas de Sacha inchi que
presentaban sintomatologia asociada a dafio por nematodos (clorosis, enanismo,

encrespamiento de hojas, nodulaciones en raices).

Las muestras de suelo colectadas se combinaron con suelo abonado (composicion: 1
arena: 0.5 tierra: 0.5 céscara de arroz), previamente esterilizado (121°C por 40 min), en
donde se sembraron plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Santa Clara) de 20 d
de crecimiento o semillas de Sacha inchi Katio-2 para multiplicar la poblacién. Las plantas
fueron ubicadas en el invernadero de la Universidad EAFIT a una temperatura entre 28 y
32 °C y un fotoperiodo de 12 h luz 12 h oscuridad; se regaron con agua corriente tres veces
por semana, para mantener una humedad relativa constate. Se realizaron fertilizaciones
guincenales para tomate con Triple 15® a una concentracion de 3 g/L en 200 mL de agua
para cada planta. Transcurridos 25 d de siembra de las pantas, aparecieron los signos de
la enfermedad; se colectaron las raices de 10 plantas, se lavaron con abundante agua y
posteriormente se observé la presencia de hembras y masas de huevos con un

estereomicroscopio (Stemidv4 Carl Zeiss).
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2.1.2 Identificacion de Meloidogyne sp.

Los nematodos obtenidos de plantas de Sacha inchi y tomate fueron identificados segun
el protocolo reportado por Perry y colaboradores (2009). Brevemente, se realiz6 inspeccién
de las raices del material vegetal para encontrar presencia de nodulaciones, con hembras
al interior con masas de huevos contenidas en una matriz gelatinosa. Posteriormente, se
realizé diseccién de las hembras y se realizaron cortes con el fin de aislar y fijar los
patrones perineales caracteristicos de este género. Los cortes aislados fueron comparados
con claves taxondmicas reportadas para Meloidogyne spp. (Perry et al., 2009), teniendo
en cuenta las caracteristicas de los arcos dorsales y lineas laterales para la

caracterizacion.

2.1.3 Obtencion de huevos y juveniles J2 de Meloidogyne spp.

= Huevos

La extraccién de los huevos de Meloidogyne spp. se realizé segun la metodologia descrita
por Cardona-Bustos et al. (2014a). Para ello se dispusieron 50 g de pequefios trozos de
raices de tomate de 60 d después de inoculacién (DDI) con Meloidogyne sp. en 200 mL
de NaOCl al 1.0 % en frascos de vidrio con tapa. Los frascos fueron agitados manualmente
durante 3 min y posteriormente la solucién se separé a través de los tamices No. 120, 325
y 500. Del dltimo tamiz, se realiz6 lavado con abundante agua corriente para eliminar el

exceso de hipoclorito.

El contenido retenido en el tamiz No. 500 se recolect6 en un frasco de vidrio y se tomaron
4 mL de esta solucién y se combinaron con 10 mL de una solucién de sacarosa al 70 %
p/v, en tubos plasticos conicos; se centrifugaron a 4500 rpm durante 25 min. El
sobrenadante se filtr6 a través del tamiz No. 500 y se le realiz6 lavado con 300 mL de agua
corriente estéril, para retirar el exceso de sacarosa. El contenido retenido en el tamiz, se
recuperd y se sometié a tratamiento con una soluciéon de NaOCI 1.0 % durante 10 min y
luego con 10 ppm de oxitetraciclina (Genfar®) por 1 h, para eliminar microbiota asociada
gue pudiera intervenir como contaminante en las pruebas in vitro. Se realizaron
nuevamente lavados sucesivos con agua corriente estéril. Finalmente, se recuperé el

contenido del tamiz en frascos de vidrio estériles.
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= Juveniles en segundo estadio (J2)

Para la obtencidn de estadios juveniles J2 se tuvo en cuenta lo reportado por Lee & Kim
(2015) en donde se colectaron muestras de raices de las plantulas de tomate con 60 DDI,
las cuales se observaron bajo el estereomicroscopio para evidenciar la presencia de masas
de huevos. Estas se recuperaron con la ayuda de una aguja hipodérmica y se colocaron
en cajas de Petri estériles de 5 cm de didmetro, las cuales contenian 5 mL de agua
corriente estéril. En cada caja Petri se dispusieron 10 masas de huevos y se incubaron
bajo oscuridad a 28 °C durante 6 d, periodo en el cual se colectaron los juveniles J2
mediante tamizaje por las mallas No. 120 y 325.

A la solucion recuperada del ultimo tamiz, se le realizé limpieza mediante tratamiento con
hipoclorito de sodio al 1.0 % durante 10 min y posteriormente con oxitetraciclina (Genfar®)
10 ppm durante 1 hora. Se realizaron huevamente lavados sucesivos con 500 mL de agua
corriente estéril y se recuper6 el contenido retenido en el tamiz No. 325. Esta solucion se
dispensé en tubos conicos de plastico junto con una solucién de sacarosa al 70 % p/v en
una proporcion 2:5. Los tubos se centrifugaron a 4500 rpm durante 25 min y luego se filtré
el sobrenadante por el tamiz No. 325, en donde quedaron retenidos los juveniles J2. Se
lavé la solucién retenida con 500 mL de agua corriente estéril y posteriormente se recuperd

el contenido del tamiz en un frasco de vidrio estéril.

2.2 Productos nematicidas

Los productos nematicidas evaluados fueron preparados en soluciones acuosas para las
pruebas in vitro y de invernadero. Las dosis evaluadas fueron aquellas recomendadas por
el fabricante para un cultivo agricola con densidades de siembra similares a las de Sacha
inchi (

Tabla 2-1). Todos los productos nematicidas son de comercializacién nacional y tienen

registro ICA para su uso.
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Tabla 2-1: Productos nematicidas de origen quimico, vegetal y biolégico seleccionados
para las evaluaciones in vitro y en invernadero.

Tipo de _ , Dosis
Producto Ingrediente activo Proveedor
producto recomendada
_ Ecoflora Agro
Eco A-Z® Extracto de ajo 1.0 cc/L
S.A.S.
Extracto QL Agri® Extracto de quillay 25 L/ha BASF S.A.
vegetal Acidos grasos
Sincocin® naturales y extractos 1.5 L/ha Magro S.A.
de plantas

) o Live systems
Paecilomyces lilacinus
Nemata® 0.25 L/ha technology
cepa DMS 15169

S.A.
Agente de o Natural Control
Safelomyces® P. lilacinus 0.5 kg/ha
control Ltda.
bioldgico Trichoderma
asparellum, T. Safer
_ atriviride, T. 0.5 kg/ha Agrobiolbgicos
Safersoil® .
harzianum, P. S.A.S.
lilacinus.
Larvin® Tiodicarb 0.9 L/ha Bayer S.A.
Plaguicida FMC
. Rugby® Cadusafos 33.3 kg/ha _
quimico Corporation

Verango® Fluopyram 1.0 L/ha Bayer S.A.
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2.3 Microorganismos bacterianos

2.3.1 Almacenamiento e identificacion

Los microorganismos bacterianos evaluados a nivel in vitro y de invernadero para el control
del nematodo Meloidogyne sp. hacen parte de la “Coleccion de Bacterias asiladas de Musa
sp.” con registro No. 191 del Registro Unico Nacional de Colecciones Bioldgicas del
Instituto Alexander Von Humboldt. Las cepas de Bacillus sp. (Tabla 2-2) fueron
almacenadas a -80 °C en medio TSB (Triptyc Soy Broth, Oxoid®) suplementado con
glicerol al 20 % v/v y activadas en TSA x 0.5 (Tryptic Soy Agar, Oxoid®) por 48 h a 30°C
antes de cualquier uso experimental. La identificacion de las cepas bacterianas se realizé

mediante la secuenciacion del gen 16s rDNA.

Tabla 2-2: Origen y caracterizacion de cepas de Bacillus spp.

Cepa Identificacion Numero de Origen®
(16S DNAr) accesion®
EA-CB0015 Bacillus subtilis GQ360077 FG
EA-CB0070 Bacillus pumilus EF174536.1 RG
EA-CB0305 PaeniBacillus sp. HQ897157.1 RP
EA-CB0575 Bacillus subtilis GQ360077 RV
EA-CB0579 Bacillus gibsonii HM582875.1 RG
EA-CB0686 Bacillus altitudinis GQ870077 RP
EA-CB0784 Bacillus megaterium HQ360087 RV
EA-CB0959 Bacillus amyloliquefaciens HM585066 FP
EA-CB1329 Bacillus amyloliquefaciens HQ407277 FV

a |dentificacion en base de datos de GenBank
b QOrigen de aislamiento; R: rizosfera, F: filosfera, P: platano cv. Hartén, V: banano cv. Valery, G:
banano cv. Gran enano.
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2.3.2 Obtencion de SLC y sobrenadantes bacterianos

Con el fin de obtener el sobrenadante y el sobrenadante libre de células (SLC) de cada

cepa bacteriana, se realiz6 un cultivo sumergido y una posterior centrifugacion y filtracién.

Para ello, se inoculd una colonia de cada cepa bacteriana en 20 mL de medio D

(Mosquera, Gonzalez-Jaramillo, Orduz, & Villegas-Escobar, 2014) contenidos en un
matraz de 100 mL. El medio D contenia (g /L): glucosa, 33.4; MgS04.7H20, 4; K2HPO4 y
KH2PO4, 0.5 de cada uno; extracto de levadura (Oxoid®), 32.5; (NH4)2S04, 1; CaCl2,
0.031 y MnS04.4H20, 0.042. Cada cultivo bacteriano se incub6 a 30°C durante 5 d con
agitacion a 110 rpm. Para obtener el SLC bacteriano, transcurrido el tiempo de
fermentacion se realizaron dos centrifugaciones sucesivas a 14000 rpm durante 10 min a
4 °C, se recuperaron los sobrenadantes y posteriormente, se filtraron por una membrana

de acetato-celulosa con un tamafio de poro de 0.20 pm.

En el caso de la obtencién de los sobrenadantes para las pruebas en invernadero, los
cultivos sumergidos se realizaron en matraces de 1000 mL con 180 mL de medio de cultivo
D y 20 mL de un preinéculo de 12 h de crecimiento. Transcurridos 5 d de incubacién a
30°C y 110 rpm, se realizaron dos centrifugaciones sucesivas de cada fermentacion en

tubos cénicos de plastico de 50 mL a 4500 rpm durante 30 min a 4 °C.

2.4 Evaluaciones in vitro

Con el fin de determinar el efecto de los productos nematicidas y de los SLC bacterianos
sobre los diferentes estadios de Meloidogyne sp. se realizaron evaluaciones in vitro segun
la metodologia descrita por Siddiqui & Shahid Shaukat (2003). En cajas de Petri de 5 cm
de diametro, se adicionaron 2 mL de cada tratamiento (producto nematicida o SLC) con
150 huevos o 50 individuos en segundo estadio juvenil J2, segun fuera el caso. En las
evaluaciones con los SLC, se adiciond el antibidtico oxitetraciclina (Genfar®), a una
concentracion final de 10 ppm en cada unidad experimental y en todos los tratamientos,

con el fin de evitar contaminacion durante la evaluacion. El control para la prueba de
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nematicidas fue agua corriente estéril; para las pruebas con SLC, los controles fueron

medio D fresco estéril, medio de cultivo D al 20 % v/v y agua corriente estéril.

Las cajas Petri se incubaron a 28°C por 48 h y posteriormente se determind dependiendo
del experimento, bien fuera la cantidad de huevos eclosionados o de juveniles J2, con la
ayuda del microscopio invertido (Axio Vert. A1 Carl Zeiss). A partir de estos datos se calculd
el porcentaje de eclosion de huevos y el porcentaje de inmovilidad con la Ecuacion (2-1) y
la Ecuacion (2-2), respectivamente. Se tuvieron 5 repeticiones por tratamiento, para el caso
de los nematicidas y 4 para los SLC, con dos réplicas en tiempos independientes.

» Huevos eclosionados
% eclosiéon = * 100
Huevos totales

(2-1)

0 lidad Jueveniles ]2 inmoviles 100
= *
prmmoviiaa Jueveniles |2 totales

(2-2)

2.5 Evaluaciones a nivel de invernadero

2.5.1 Ensayo con nematicidas

El efecto de los productos nematicidas Sincocin®, QL Agri®, Safelomyces®, Safersoil®,
Rugby® y Verango® en la respuesta de plantas de Sacha inchi y tomate inoculadas con
M. incognita, fue evaluado a nivel de invernadero. Los nematicidas se prepararon en un
volumen final de 40 mL de agua corriente a la dosis recomendada por el fabricante (

Tabla 2-1). Esta solucion fue mezclada con 1 kg de sustrato suelo (1 arena: 0.5 tierra: 0.5
cascara de arroz) en bolsas de siembra e inmediatamente se sembraron plantas de tomate
(Solanum lycopersicum var. Santa Clara) de 20 d de edad o semillas de Sacha inchi, segun
fuera el experimento. Un DDI (dias después de inoculacion) del producto nematicida, se

inocularon 9000 huevos de Meloidogyne sp./planta. Para el caso del control negativo se
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adicionaron solo huevos sin producto nematicida; se dispusieron 5 repeticiones de cada

tratamiento en forma aleatoria.

En una segunda evaluacion en tomate, se tuvieron las mismas condiciones para las
unidades experimentales, pero fue duplicada la dosis de los nematicidas (2X) y se
aumentaron las repeticiones a 10. Los experimentos se realizaron bajo un disefio
completamente aleatorio y las condiciones del invernadero, riego y fertilizacion fueron las

mismas detalladas en el numeral 2.1.1.

Para ambos experimentos en tomate, las plantas fueron cosechadas 30 DDI del nematodo,
y para Sacha inchi 35 DDI. Las plantas fueron procesadas para determinar el peso fresco
radicular y aéreo, el peso seco aéreo, el nimero de nodulos totales/raiz y los huevos/g de

raiz segun se describe en el numeral 2.5.3.

2.5.2 Evaluacion con sobrenadantes bacterianos

El efecto de los sobrenadantes en las nodulaciones ocasionadas Meloidogyne sp. en
plantas de tomate, fue evaluado a nivel de invernadero segun el método descrito por Khan
et al., (2008) con algunas modificaciones. Las raices de plantulas de tomate de 25 dias de
edad fueron sumergidas en 10 mL de cada sobrenadante bacteriano obtenido como se
describe en el numeral 1.1.1, durante 1 min; luego, cada planta se sembré en bolsas de
siembra con 1 kg de sustrato organico y el sobrenadante sobrante después de la inmersion,
se adicion6 alrededor de la raiz rizosfera de la planta. Transcurridos 7 d después de la
aplicacién del sobrenadante, se realiz6 la inoculacién de 9000 huevos/planta. Como
controles negativos se emplearon: 1) medio de cultivo D fresco estéril y 2) agua corriente
estéril, ambos con plantas inoculadas con nematodo solamente. Todas las plantas se

mantuvieron en invernadero bajo las mismas condiciones descritas en la seccién 2.1.1.

Transcurridos 35 DDI de los huevos, se procesaron las plantas para determinar el peso
fresco radicular y aéreo, el peso seco aéreo, el nUmero de nédulos totales/raiz y los
huevos/g de raiz seguin se describe en el numeral 2.5.3. En la segunda réplica
independiente en el tiempo, las plantas fueron cosechadas 48 DDI de los huevos, y se us6

adicionalmente otro control negativo correspondiente a medio de cultivo D fresco estéril
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diluido al 20%. Los experimentos se realizaron bajo un disefio completamente aleatorio

con 10 repeticiones por tratamiento.

2.5.3 Determinacién de variables de crecimiento y de enfermedad

Las plantas tratadas con los nematicidas (seccién 2.5.1) o los sobrenadantes bacterianos
(seccién 2.5.2) fueron extraidas cuidadosamente del suelo, separando las raices de la
parte aérea. Las variables de crecimiento peso fresco aéreo y radicular se obtuvieron
registrando directamente el peso de la planta; para el caso del peso seco aéreo, las plantas
fueron dispuestas en bolsas de papel y sometidas a secado a 60 °C durante 3 d. Se
sacaron y se registré el peso seco de las mismas.

Los dafios ocasionados a nivel radicular por Meloidogyne sp. se evaluaron mediante la
determinacion de las variables del nUmero de nimero de huevos/g raiz y de nodulos
totales/g raiz. Para la primera variable se utilizé el método descrito por Cardona et al.
(2014b) con algunas modificaciones, en el cual las raices se cortaron en pequefios trozos
y se introdujeron en un matraz d vidrio que contenia 50 mL de NaOCI 1%; se llevaron a
agitacién a 260 rpm durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se separé la solucion a
través de los tamices No. 120 y 500, recuperando de este ultimo lo que quedaba retenido,
en un volumen final de 20 mL. Una vez recuperada la solucion, se procedié a recuento de
huevos/mL en alicuotas de 1 mL para extrapolar al volumen final, con la ayuda del
microscopio invertido (Stemidv4 Carl Zeiss). Para llegar a numero de huevos/g raiz, se
tuvo en cuenta el peso fresco de la raiz para determinar esta variable. En el caso de la
variable nédulos totales/g raiz, se contaron todas las nodulaciones presentes en la raiz y

se dividio por el peso fresco de la misma.

2.6 Caracterizacion fisicoquimica de los SLC

La caracterizacion fisicoquimica de los SLC de las bacterias B. subtilis EA-CB0015, B.
pumilus EA-CB0070 y B. gibsonii EA-CB0579 se realiz6 con el fin de determinar la
estabilidad de la actividad nematicida a la accién de diferentes pH, temperaturas y a acciéon

de la proteinasa K siguiendo el método reportado por Yu et al. (2002).
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2.6.1 pH

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad de los SLC, se ajusto el pH de cada SLC
a 2 0 10 con HCI 5M o NaOH 5M, segun fuera el caso. Luego de esto, los tratamientos
fueron incubados a 20 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se restituyé el pH de
cada uno de los SLC al pH original y se evaluo6 el efecto del SLC tratado sobre la eclosion
de huevos del nematodo Meloidogyne sp. como se describio en la seccion 2.4. El disefio
experimental fue un disefio completamente aleatorio con 4 repeticiones por tratamiento.
Como controles negativos se empled 1) medio de cultivo D fresco estéril tratado también
a los diferentes pH y con restitucion del pH al original, 2) agua estéril, y 3) SLC sin tratar

como control positivo.

2.6.2 Temperatura

El efecto de la temperatura sobre la actividad de los SLC se evalué sometiendo 2 mL de
cada SLC a 50, 70 y 100 °C durante 30 min. Una vez recuperada la temperatura ambiente,
se procedié a evaluar el efecto de los SLC tratados frente a la eclosién de huevos de
Meloidogyne sp. como se describié en la seccion 2.4. El disefio experimental fue un disefio
completamente aleatorio con cuatro repeticiones por tratamiento. Como controles
negativos se empled 1) Medio de cultivo D fresco estéril sometido a las diferentes
temperaturas, y 2) agua estéril; y 3) como control positivo el SLC sin tratamiento con

temperaturas.

2.6.3 Proteinasa K

Los SLC de las cepas seleccionadas (seccion 1.1) se trataron con proteinasa K
(Promega®) a una concentracion de 1 mg/mL de SLC; se incubaron a 37 °C durante 4 h'y
se detuvo la reaccién de la enzima sometiendo los SLC a 100 °C por 2 min. Se tuvo en
cuenta otro tratamiento que consistié en los SLC bacterianos sin adicion de la enzima y
sometidos a las temperaturas de reaccion y de inactivacion de la proteinasa K. Los
tratamientos para esta prueba tuvieron 4 repeticiones cada uno y se consideraron como
controles negativos 1) medio de cultivo fresco D al 20%, 2) agua corriente estéril y como

controles positivo 3) SLC sin tratamiento con la enzima.
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2.7 Purificacion de compuestos activos contra
Meloidogyne sp.

2.7.1 Separacién en fase solida SPE

Con el fin de determinar la actividad nematicida de las fracciones separadas por SPE (Solid
Phase Extraction), los SLC de las cepas B. subtilis EA-CB0015 y B. gibsonii EA-CB0579,
se sometieron por separado a extraccion en una columna SPE C18 de 500 mg (J.T. Baker).
Inicialmente, la columna se acondicion6 con 4 mL de metanol y 4 mL de agua desionizada.
Luego, se dispusieron 2.5 mL de cada SLC por separado y se fraccionaron adicionando
por etapas 4 mL de agua (fraccion 1), 4 mL de metanol 50% (fraccion 2) y 4 mL de metanol
100% (fraccion 3) respectivamente. Este procedimiento se repiti6 para recuperar los
metabolitos de 5 mL de SLC y posteriormente concentrar cada fraccion 2X. Las fracciones
recuperadas se concentraron en una centrifuga (Concentrator Plus Eppendorf®) operada
a 45 °C, 1000 rpm y una presion absoluta de 20 mbar; el pellet de cada fraccién se
resuspendié en 2.5 mL de buffer fosfato 0.1 M pH 7.5 y se filtraron a través de una

membrana de celulosa-acetato de 0.2 um.

2.7.2 Purificacion por RP-HPLC

De la fraccion 3 de la cepa B. subtilis EA-CB0015 obtenida en el numeral 2.7.1, se
purificaron los lipopéptidos seguiin método propuesto por Villegas-Escobar et al. (2013). Se
partié de una fermentacion bajo las mismas condiciones de cultivo detalladas en el numeral
1.1.1, modificando que transcurridas 24 h, se adicion6 la resina amberlita XAD16® a una
concentracion de 4% del volumen final de fermentacion. Transcurridos 5 d, la resina fue
recuperada y lavada tres veces con 200 mL de agua desionizada; luego se dispuso la
resina amberlita en una columna de vidrio con filtro de vidrio sinterizado, donde se eluyeron
los metabolitos absorbidos por la resina con metanol 100%. El producto eluido se recuper6
y fue evaporado a presion reducida (50 psig, 50°C); el residuo recuperado fue
resuspendido en agua desionizada y ajustado a una concentracion de 37 mg/mL, el cual
fue fraccionado por medio de extraccion por SPE en una columna C18 de 10 g (J.T. Baker),
siguiendo el mismo gradiente descrito en el numeral 2.7.1 y adicionando por etapas 80 mL

de fase movil.
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La fraccién 3 (100% metanol), se evapor6 a presion reducida (50 psig, 50°C) hasta que se
obtuvo un residuo solido, el cual se ajusté a una concentracion de 20 mg/mL con metanol
100%. Se comenzd entonces con la separacion usando cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), teniendo como fase estacionaria una columna
Eclipse C18 (250 x 9.5 mm, 5 ym, Agilent®) y una fase movil de 0.1% acido trifluoroacético
(TFA) en agua (A) y 0.1% TFA en acetonitrilo (B). Se inyectaron 20 pL de las muestras a
la columna y se empled un gradiente que comprendié desde 30 hasta 100% de B en 75
min, 100% de B por 10 min, a un flujo de 1 mL/min a 30 °C y una deteccion UV a 214 nm.
Se recuperaron por separado las fracciones eluidas desde el minuto 14 hasta el 23, que
corresponden a las iturinas (Itu), desde el minuto 29 al 50 que corresponden a las
fengicinas (Fen) y desde el minuto 70 al 80, a las surfactinas (Sur) (Anexo 2). Finalmente,
las fracciones fueron evaporadas a 50 psig, 50°C y disueltas en buffer fosfato 0.1 M pH

7.5, ajustando la concentracién a la requerida para la prueba in vitro.

2.7.3 Prueba in vitro

Se evalud la respuesta en la eclosion de huevos de Meloidogyne sp. frente a las fracciones
recuperadas en el numeral 2.7.1. Para este ensayo, se utilizaron microplatos de 12 pozos,
en los cuales se tuvieron tratamientos por cuadruplicado que consistieron en cada fraccién
recuperada y resuspendida en buffer fosfato (fraccién 1, fraccion 2 y fraccién 3) y como
controles negativos se tuvo 1) agua corriente estéril y 2) medio D al 20%; como controles
positivos de emple6 3) SLC. A cada tratamiento se le adicion6 oxitetraciclina (Genfar®) a
una concentracion final de 10 ppm ademas de aproximadamente 100 huevos de
Meloidogyne sp. Los microplatos fueron aleatorizados e incubados bajo las mismas

condiciones que se detalla en el numeral 2.4.

En el caso de las fracciones purificadas parcialmente por RP-HPLC para la cepa B. subtilis
EA-CBO0015, se realiz6 un experimento en microplatos de 96 pozos, con 18 repeticiones
por tratamiento, los cuales consistieron en cada una de las fracciones recuperadas (itu, fen
y surf) y ajustadas a dos concentraciones, las cuales fueron determinadas segun reportes

previos en los que se cuantifico la produccion de lipopéptidos en medio D (Gonzalez-
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Jaramillo et al., 2017; Mosquera et al., 2014). A partir de esto, se determiné que para la
concentracion 1X, los lipopéptidos se evaluaron en las concentraciones de: Itu a 355 ppm,
Fen a 752 ppm y Sur a 302 ppm. Para el tratamiento a 2X, se duplicaron estas
concentraciones. Como control negativo se empled agua corriente estéril y como controles
positivos la fraccién 3 (SPE) a dos concentraciones: 1X equivalente a 0,52 mg/mL y 2X
equivalente a 1 mg/mL. La variable respuesta fue el porcentaje de eclosion de huevos de
Meloidogyne sp. Los microplatos se incubaron a 28 °C durante 5 d, en donde se realizaron
lecturas alas 48 hy alas 120 h.

2.8 Diseio experimental y andlisis estadistico

Para todos los experimentos se utilizd un disefio experimental completamente al azar, con
un nivel de confianza del 95%. Para verificar la normalidad de los datos se utilizé el
estadistico de prueba Shapiro Wilks y los supuestos de igualdad de varianzas, por medio
del estadistico de Bartlett’s. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para diferencias
entre medias de los tratamientos y pruebas de comparacion multiple con el estadistico de
prueba Tukey para determinar grupos homogéneos. Aquellos datos que no cumplieran
supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianzas, se analizaron mediante
pruebas no paramétricas por Kruskall-Wallis; todos los andlisis se ejecutaron en el software
RStudio 1.1.383.



3.Resultados

3.1 Caracterizacion e identificacion de los aislamientos
de Meloidogyne sp.

Las raices de plantas de Sacha inchi colectadas de un cultivo en Fredonia (Antioquia)
presentaron nodulaciones caracteristicas de infeccibn por nematodos del género
Meloidogyne spp. (Figura 3-1 a y b). Al realizar inspeccion del material encontrando, habia
hembras dentro de la raiz con formacion de masas de huevos externas. Las hembras
extraidas para posterior corte y aislamiento de patrones perineales, tenian una coloracién
rojiza (Figura 3-1 ), caracteristica que se ha observado en la interaccion nematodo - Sacha
inchi y se ha reportado por otros autores, atribuyéndole esta coloraciéon a la posible
interaccion de las hembras con algun compuesto adquirido desde el hospedero (Wang et
al., 2014).

Figura 3-1: Muestras colectadas del sistema radicular de un cultivo de Sacha inchi
provenientes de la Finca Agroindustrias Amazoénicas (Fredonia, Colombia) para el
aislamiento de Meloidogyne spp. a) y b) Muestras radiculares procesadas; c) Hembra de
Meloidogyne sp. extraida desde la raiz de Sacha inchi.
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Al caracterizar las hembras encontradas en las muestras de plantas, se inici6 la
reproduccion del fitopatdbgeno en tomate (Solanum lycopersicum var. Santa Clara), el cual

ya habia sido utilizado por Wang y colaboradores en el 2014 como planta modelo de la

interaccion entre el nematodo y plantas de Sacha inchi.

! T b b 3 C L (S X o5 -j
Figura 3-2: Sintomatologia causada por Meloidogyne sp. en plantas de tomate y de sacha inchi; a)
Nodulaciones radiculares en tomate (Solanum lycopersicum var. Santa Clara) 25 d después de
siembra; b) Detalle de hembra en una nodulacion en tomate sembrado en invernadero. c) Signos

de infeccion de Meloidogyne sp. en Sacha inchi Katio-2. Las flechas blancas sefialan las
nodulaciones; la flecha negra muestra una hembra dentro de la nodulacion de tomate.

Figura 3-3: Comparacion de patrones perineales de hembra de
Meloidogyne sp. aislada de tomate; a) Corte realizado en hembra extraida
desde nodulacion de tomate; b) Imagen tomada de Perry et al., 2009. P.
69, con patron perineal de M. incognita.

El ciclo de infeccién, bajo condiciones de invernadero, tuvo una duracion de 25 d después
de haber sido inoculadas las plantas, evidenciandose formacion de nodulaciones,

crecimiento retardado y clorosis, signo y sintomatologia caracteristicas de la infeccién por
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Meloidogyne spp., lo que permiti6 mantener produccién del nematodo en tomate bajo
condiciones de invernadero (Figura 3-2).

La comparacion de los patrones perineales realizados para 15 hembras extraidas desde
tomate, segun metodologia de Perry y colaboradores en el 2009, permitié determinar que
las hembras analizadas, pertenecian posiblemente a la especie M. incognita ya que
presentaron un arco dorsal alto y ligeramente achatado, asi como la linea lateral presente
en esta especie (Figura 3-3jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Esta
especie también se ha reportado previamente en otros estudios como causante de

infeccién en Sacha inchi (Marquez et al., 2007).

3.2 Seleccion de nematicidas y SLC a nivel in vitro

3.2.1 Nematicidas comerciales

Con el fin de determinar el efecto de diversos productos nematicidas comerciales sobre M.
incognita a nivel in vitro, se evalué su accién sobre la eclosion de huevos (Figura 3-4) y
sobre estadios juveniles J2 (Figura 3-5). Los resultados obtenidos, en cuanto a la eclosion
de huevos, evidencian que todos los productos de origen quimico y vegetal, tuvieron
diferencias estadisticamente significativas frente al control (Figura 3-4), mientras que en el
caso de los nematicidas de origen biolégico, dos de los productos utilizados
(Safelomyces® y Safersoil®) tuvieron la capacidad de reducir la eclosion de los huevos de

M. incognita respecto al control no tratado.

El grupo de nematicidas que tuvo el mayor porcentaje de reduccion en la eclosién de
huevos respecto al control fue el de los quimicos, con porcentajes del 57% (Rugby®), 50%
(Vernago®) y 33% (Larvin®), seguidos de los nematicidas de origen vegetal, con
reducciones del 49% (Sincocin®), 43% (QL Agri®) y 15% (Eco AZ®). En el caso de los
nematicidas biolégicos, los porcentajes de reduccion fueron significativos para
Safelomyces® y Safersoil®, con reducciones del 23 y 15%, respectivamente. El nematicida
biol6gico Nemata® por su parte, redujo un 11% la eclosion de huevos de M. incognita. Esta

evaluacion se realizd 2 veces en tiempos independientes con resultados reproducibles.



Resultados 33

Al evaluar el efecto de estos productos sobre el estadio juvenil J2 de M. incognita (Figura
3-5), se encontré que los nematicidas quimicos Rughby®, Verango® y Larvin® redujeron
significativamente el porcentaje de movilidad de J2 en un 87, 77 y 13% respectivamente
con relacion al control (agua); para el caso de los nematicidas vegetales y biolégicos, se
obtuvieron reducciones menores del porcentaje de movilidad. De este modo, los productos
nematicidas Safelomyces®, EcoAZ®, QL Agri®, Nemata® y Safersoil® redujeron la
movilidad de J2 en un 37, 23, 20, 14 y 12%, respectivamente, mientras que Sincocin® no
tuvo un efecto significativo.
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Figura 3-4: Efecto de diferentes productos nematicidas comerciales sobre la eclosion de huevos de
M. incognita a nivel in vitro. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p-valor = 6.107051e-
06), mediante diferencias de medias por Kruskall-Wallis. Barras verticales denotan error estandar
(n=5).

En el caso de los nematicidas de origen vegetal evaluados, Sincocin® y QL Agri® tuvieron
porcentajes mayores en la reduccion de la eclosion de huevos de M. incognita que en la
movilidad de los juveniles J2, respecto a un control no tratado. Adicionalmente, el producto
EcoAZ® tuvo un efecto inhibitorio significativo en huevos de M. incognita, aunque con un
menor efecto que Sincocin® y QL Agri®; mientras que su efecto contra juveniles J2 del

nematodo fue estadisticamente similar al de QL Agri®.
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Figura 3-5: Efecto de diferentes productos nematicidas comerciales sobre la movilidad de estadios
juveniles J2 de M. incognita a nivel in vitro. Letras diferentes denotan diferencias significativas
respecto a un control no tratado (letras mindsculas y cursivas para nematicidas quimicos, p-valor =
1.803e-09; letras mayulsculas a nematicidas extractos vegetales, p-valor = 1.5e-04 y minasculas a
biolégicos, p-valor = 5.284e -07), segun rangos multiples de Tukey. Barras verticales denotan error
(n = 4 para nematicidas quimicos y n = 5 para nematicidas vegetales y bioldgicos).

En cuanto a los resultados para nematicidas de origen biol6gico, Safersoil® vy
Safelomyces® tuvieron mayores porcentajes de reduccion tanto de la eclosion de huevos
de M. incognita como de la movilidad de juveniles J2, que el producto Nemata®. Los tres
nematicidas tienen en comun cepas diferentes de P. lilacinum lo que podria sugerir que las
cepas que contienen los productos Safersoil® y Safelomyces® son mas eficientes en las
evaluaciones in vitro. Para el caso de Trichoderma spp. presente como uno de los
ingredientes activos en Safersoil® (

Tabla 2-1), la capacidad de este microorganismo de inhibir la eclosion de huevos ha sido
reportada en algunos trabajos (Affokpon et al., 2011; Radwan et al., 2012a), lo que sugiere
gue la accion del producto Safersoil® se ve potenciada al tener dos géneros de

microorganismos que son capaces de controlar Meloidogyne spp.
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Para explicar que los porcentajes de disminucion de la eclosién en los nematicidas
biolégicos evaluados, son menores que los de origen quimico y vegetal, se hace necesario
pensar en la naturaleza de los mismos, ya que mientras los primeros tienen la necesidad
de establecerse en un ambiente apropiado para su crecimiento (Collange, Navarrete,
Peyre, Mateille, & Tchamitchian, 2011; V. Singh, Mawar, & Lodha, 2012), los quimicos y
vegetales son la molécula dispuesta a interactuar de forma directa con los organismos de
interés para control, lo que puede asegurar un modo de accion mas directo aunque

posiblemente no prolongado (Rahman Khan et al., 2014).

3.2.2 SLC tienen efecto nematicida sobre M. incognita

La capacidad de los SLC de diferentes BAFEs de reducir la eclosién de huevos de M.
incognita y la movilidad de J2 son presentados en la Figura 3-6 y Figura 3-7jError! No se
encuentra el origen de lareferencia., respectivamente. En ambas figuras se observa que
todos los SLC bacterianos redujeron significativamente el porcentaje de eclosion de
huevos y la movilidad de los estadios J2 de M. incognita a nivel in vitro. En general, los
SLC de las cepas bacterianas evaluadas, tuvieron porcentajes de reduccion de la eclosion
por encima del 60 % (B. pumilus EA-CB0070 94%, B. PaeniBacillus sp. EA-CB0305 90%,
B. altitudinis EA-CB0686 84%, B. megaterium EA-CB0784 81%, B. amyloliquefaciens EA-
CB0959 y EA-CB1329 72%, B. subtilis EA-CB0575 78% y EA-CB0015 65% y B. gibsonii
EA-CB0579 69%).

Para el caso del inserto en laFigura 3-6, se muestra la comparacion entre el control agua y
el medio D fresco. Los resultados muestran que existe una diferencia levemente
significativa entre ambas soluciones (p-valor = 0.054), con una eclosion de los huevos en
el medio D 30% superior a la eclosion en agua. Este resultado sugiere que la composiciéon
del medio pudo haber ocasionado que los huevos eclosionaran mas que en agua, lo que
reafirma la actividad de los SLC bacterianos evaluados, debido a que sin importar la
capacidad del medio D de permitir y aumentar la eclosion de los huevos, todos los SLC
bacterianos tuvieron la capacidad de reducir significativamente la eclosion de los huevos y

la movilidad de los juveniles J2 de M. incognita.
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De forma similar a la prueba de eclosion de huevos de M. incognita, la evaluacion del efecto
del control agua y del medio D en la movilidad de los juveniles J2 (inserto Figura 3-7), arrojé
diferencias entre ambos tratamientos, sugiriendo que existe un efecto de los nutrientes del
medio D en activar la movilidad de las larvas de M. incognita, aunque esto no impidiera
gue los SLC de las BAFEs redujeran la actividad del nematodo.
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Figura 3-6: Efecto de los SLC bacterianos sobre la eclosién de huevos de M. incognita a nivel in vitro.
Letras diferentes denotan diferencias significativas respecto al control agua, segun rangos mdltiples de
Tukey (p-valor = 4.199e-11). El inserto representa la comparacion entre las medias del control (agua) y
medio D fresco estéril (p-valor = 0.054). Barras verticales denotan error estandar (n = 4).

Al evaluar el efecto de los SLC bacterianos respecto a la movilidad de juveniles J2 (Figura
3-7), las cepas B. altitudinis EA-CB0686 y B. amyloliquefaciens EA-CB1329 obtuvieron
porcentajes de reduccion de la movilidad de 86% y 65%, respectivamente, respecto al
control agua, mientras que las cepas restantes tuvieron valores de porcentaje de reduccion

por encima del 95%.
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De forma general, todos los SLC bacterianos evaluados redujeron la eclosién de huevos y
la movilidad de juveniles J2 de M. incognita, lo que sugiere que estas bacterias evaluadas
tienen la capacidad de producir metabolitos inhibitorios del nematodo, lo que conlleva a

gue M. incognita no culmine su ciclo de vida.
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Figura 3-7: Efecto de los SLC bacterianos sobre la movilidad de juveniles J2 de M. incognita a nivel in vitro.
Letras diferentes denotan diferencias significativas respecto al control agua, segun rangos multiples de
Tukey (p-valor = 2.2e-16). El inserto representa la comparacion entre las medias del control (agua) y medio
D fresco estéril (p-valor = 0.031). Barras verticales denotan error estandar; cepas EA-CB0015, EA-CB0305,

EA-CB0579, EA-CB0784 y EA-CB0959 (n = 3); cepas EA-CB0070, EA-CB0575, EA-CB0686 y EA-CB1329
(n=4).

3.3 Seleccion de agentes controladores de M. incognita
en invernadero

3.3.1 Nematicidas comerciales

Con el fin de evaluar los nematicidas de origen quimico (Rugby®, Verango®),

microbiol6gico (Safelomyces®, Safersoil®) y vegetal (Sincocin®, QL Agri®).de mejor
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desempefio a nivel in vitro, se llevaron a cabo las pruebas en invernadero en plantas de

Sacha inchi y de tomate.

= Pruebas en Sachainchi

Tabla 3-1: Efecto de productos nematicidas sobre la severidad de M. incognita en tomate

aplicando la dosis recomendada por la casa comercial.

Dosis de Nodulaciones  Huevos/

Tratamientos aplicacién 0s /g PFAP (g) PFR¢(g)
totales de raiz?

(1X)
Control
negativo® - 87 +°¢34 4237 + 2446 37.97 £18.71 7.4 +3.05
Rugby® 33.3 kg/ha 61+20 6440 + 3718 3.37 +0.62 1.53 £0.39
Verango® 0.9 L/ha 11+6 1070 + 618 20.07 £ 16.32 3.6+23
Safelomyces® 0.5 kg/ha 45+ 34 1525 + 880 31.57 £19.64 7.83 +3.98
Safersoil® 0.5 kg/ha 33+14 3863 +2230 3.68+0.74 1.33+0.68
QL Agri® 25 L/ha 44 £ 4 3681+1840 3.5+0.41 1.63 £0.68
Sincocin® 1.5L/ha 46 +13 532 + 266 42+1.19 1.63+0.49

p-valor 0.3 0.2 0.7 0.09

ag frescos de raiz

bPeso fresco aéreo

¢ Peso fresco de raiz

dAgua

¢Intervalos del error estandar para Control negativo, Rugby®, Verango® (nematicidas quimicos),
Safelomyces® y Safersoil® (nematicidas biolégicos), n = 3; QL Agri® y Sincocin® (extractos
vegetales), n = 4.

Para determinar el efecto de diversos productos comerciales sobre el nematodo M.
incognita en planta, se inocularon semillas de Sacha inchi Katio-2 con huevos del
nematodo en dos pruebas en invernadero en tiempos independientes. En ambas
experimentaciones no se evidenciaron sintomas de infeccibn del nematodo en los
controles no tratados con nematicidas después de 30 d de inoculacion. Esto podria sugerir,
gue la cantidad de indculo usado (9000 huevos/planta) no fue la adecuada, no obstante,
segun se reporta en la literatura se han logrado obtener sintomas de la infeccion con dosis
entre 500 y 1500 huevos/planta (Marquez Davila et al., 2013; Marquez et al., 2007). Por lo
anterior, otra hipétesis alterna es que la nueva semilla suministrada proveniente de Santa
Rosa de Osos, presentd cierto grado de resistencia a M. incognita, y por ende se
recomienda evaluar diferentes dosis de aplicacion del nematodo y establecer
sintomatologias bajo un periodo prolongado de exposicion (6 meses) para diferentes

variedades de Sacha inchi usadas en el pais. En este sentido, dentro de este proyecto, se
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realizaron pruebas en invernadero en plantas de tomate, ya que la reproducibilidad de la

infeccidn en esta planta fue exitosa (Figura 3-2 a 'y b).

= Pruebas en tomate

El efecto de los diferentes productos comerciales sobre la severidad de la enfermedad en
plantas de tomate después de 30 d de inoculacién a la dosis recomendada (1X) se observa
en la Tabla 3-1. Ningun producto nematicida aumentd significativamente el peso fresco
aéreo y radicular, y tampoco redujo las nodulaciones totales ni la cantidad de huevos/g de

raiz, siendo los niveles de infeccién similares con el control negativo.

En general se alcanzaron pesos frescos aéreo entre 3.7 y 37 g y peso fresco de raiz entre
1.53y 7.83 g; 11y 87 nddulos por tratamiento y entre 532 y 6440 huevos / g raiz. Por ende,
debido a la alta variabilidad obtenida se aumenté el nUmero de réplicas por tratamiento y

la dosis de los nematicidas para realizar un segundo experimento.

Para el segundo experimento, la afeccion causada por M. incognita en plantas de tomate
se redujo significativamente al aplicar el doble de la dosis de los nematicidas (

Tabla 3-2). En el caso de las nodulaciones y los huevos / g de raiz, los nematicidas
guimicos Rugby® y Verango® redujeron ambas variables en promedio un 90%; para los
nematicidas biolégicos Safelomyces® y Safersoil®, se tuvieron reducciones entre un 69 y
88% v los extractos vegetales QL Agri® y Sincocin®, redujeron ambas variables entre 71
y 88%.

Las plantas que fueron evaluadas con aplicacion de los nematicidas en este experimento,
mostraron algunos sintomas como hojas cloréticas y defoliacién, aunque no tan severos
como en las plantas que no fueron tratadas con ningun producto. Cabe aclarar que para el
preso fresco de raiz hubo diferencias en el tamafio de la raiz para las plantas tratadas con
Rugby® respecto a los demés tratamientos, mostrando un menor peso que el resto de los
nematicidas (

Tabla 3-2). Este resultado sugiere que este nematicida de origen quimico podria tener un

efecto negativo en el crecimiento de la planta y que deberia ser revisado en un mayor
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tiempo de evaluacion, efecto reportado por otros autores (Radwan et al., 2012b; Safdar et
al., 2012; Sokhandani, Reza, & Basirnia, 2016).

Tabla 3-2: Efecto de productos nematicidas sobre la severidad de M. incognita en tomate
aplicando el doble de la dosis recomendada por la casa comercial.

Dosis de Nodulaciones Huevos /g de

Tratamientos aplicacion . 9 PFR? (9)
totales raiz

(2X)
Control negativo® -- 72 +°4 a° 3599 + 576 a 2.02+0.34a
Rugby® 66.6 kg/ha 4+2c 339+1l14c 0.95+0.24b
Verango® 1.8 L/ha 10+£3c 306 +£134c 161+0.12a
Safelomyces® 1 kg/ha 16+2b 754 £ 333 bc 151+0.16a
Safersoil® 1 kg/ha 22+5Db 419+ 135 bc 155+0.11a
QL Agri® 50 L/ha 21+5Db 414 £ 67 bc 1.71+0.14 a
Sincocin® 3 L/ha 18+4b 701+151b 1.45+0.08 a

p- valor 1.3e-06 4.3e-04 0.03

a Peso fresco de raiz

b Control negativo: agua

¢ Intervalos del error estdndar (Control negativo, Safelomyces®, Sincocin® y Verango®, n = 9; QL
Agri®, Rugby® y Safersoil®, n = 10)

d Letras diferentes entre cada grupo, indica diferencias significativas mediante diferencias de
medias por Kruskall-Wallis

Nematicidas quimicos: Rugby® y Verango®; nematicidas hiolégicos Safelomyces® y Safersoil®;
nematicidas vegetales: QL Agri® y Sincocin®.

Los resultados en invernadero se pueden comparar con los encontrados a nivel in vitro, en
donde los productos seleccionados tuvieron efecto en la reduccion de la eclosién de
huevos y movilidad de juveniles J2 de M. incognita. Al reducirse la movilidad de los estadios
juveniles J2 de M. incognita, se esperaria una reduccién en la viabilidad de la larva para
llegar a las raices de la planta; esto desencadenaria menos formacion de nodulaciones y
la vez, menos produccion de huevos / g de raiz respecto a un control no tratado. De este
modo la interaccién con el nematodo seria de forma directa con su ciclo de vida, lo que se
vio reflejado en que las plantas tuvieran menos afecciones causadas por el nematodo,
disminuyendo tanto las nodulaciones como los como las huevos / g de raiz (

Tabla 3-2).



Resultados 41

Los productos nematicidas de origen quimico tuvieron los mejores porcentajes de
reduccion de las afecciones causadas por M. incognita. Este resultado muestra la
capacidad de estos productos de mantener su efecto con solo una aplicacién durante los
30 dias de evaluacion en invernadero. Para los nematicidas de origen biologico y vegetal,
el porcentaje de reduccién de las nodulaciones y de los huevos / g de raiz respecto a un
control no tratado en promedio fue del 78%, comparado con el 90% de los nematicidas
quimicos. El efecto de los agentes de control bioldgico y los extractos vegetales se le
atribuye ya sea al contacto directo con los nematodos, mediante interaccion con las
membranas celulares, interrupcion del sistema nervioso central e inhibicion de diferentes
enzimas (Andrés et al., 2012) o a posibles relaciones con la planta y la rizosfera. Estas
relaciones se podrian dar de dos tipos para los nematicidas bioldgicos, ya sea porque los
microorganismos que son ingredientes activos de los productos, se establezcan y
colonicen la rizosfera, generando asi posibles metabolitos inhibidores de la eclosion de
huevos y la movilidad de juveniles J2 de M. incognita, o que crezcan en suelo y formen
estructuras capaces de atrapar a los nematodos y sus diferentes estadios y asi, no dejar
gue eclosionen o lleguen a la planta. Los resultados para pruebas in vitro sugieren que

ambas estrategias podrian darse para controlar de forma efectiva al nematodo

fitopatdgeno.

En general, en los resultados de las pruebas en invernadero los nematicidas se dividieron
en dos grupos, teniendo en por un lado a los nematicidas de origen quimico y por otro los
biologicos y extractos vegetales. Esta diferencia podria deberse a la naturaleza de los
mismos, debido a que los biopesticidas aunque siendo efectivos y seguros, tienen
requerimientos especificos en cuanto a la aplicacion, en donde condiciones bidticas y

abidticas pueden interferir en su modo de accion (Nasr, 2015).

3.3.2 Sobrenadantes bacterianos

Con el fin de conocer el efecto de los sobrenadantes bacterianos en las afecciones
causadas por M. incognita en tomate, se evaluaron los nueve SLC bacterianos que habian
sido estudiados a nivel in vitro. Los sobrenadantes bacterianos mostraron reducciones
significativas en las nodulaciones totales para los tratamientos con B. subtilis EA-CB0015
y B. subtilis EA-CB0575, B. amyloliquefaciens EA-CB1329, B. gibsonii EA-CB0579, B.
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pumilus EA-CB0070 y PaeniBacillus sp. EA-CB0305 con relacién al control negativo (agua)
y al tratamiento con medio de cultivo D al 20% (
Tabla 3-3).

Tabla 3-3: Efecto de sobrenadantes bacterianos en la severidad causada por M.

incognita en tomate a nivel de invernadero

Nodulaciones

Tratamientos Bacteria Cepa totales PFA2 (g9)
Control negativo®  --- 56 +¢ 6 b 8.5+ 1.1 bcd
Medio D2o® 9+10a 80+11lcd
B. altitudinis EA-CB0686 52+9b 10.9+ 1.4 abc
B. amyloliquefaciens EA-CB0959 56+8b 9.2 £ 0.8 abcd
EA-CB1329 8+2d 10.9+0.6 ab
B. gibsoni EA-CB0579 17+3c 10.1 £ 2.3 abcd
Sobrenadante B. megaterium EA-CB0784 48+50Db 8.4+ 1.2 bcd
B. pumilus EA-CBO070 5+1d 6.8+£0.3d
- EA-CB0015 29+1c 11.3+ 1.6 abc
B. subtilis
EA-CB0O575 18+4c 12.1+06a
PaeniBacillus sp. EA-CB0305 5+2d 10.9+ 1.7 abc
p-valor 3.6e-10 0.03

a Peso fresco aéreo

b Control negativo: agua

¢ Intervalos del error estandar para Control negativo n = 10; EA-CB0784, EA-CB0070, EA-CB0015
y EA-CB0305, n = 7; EA-CB0686, EA-CB0959, EA-CB1329, EA-CB0579 y EA-CB0575n =6

d Letras diferentes entre cada grupo indican diferencias significativas mediante diferencias de
medias por Kruskall-Wallis

¢ Medio D diluido al 20%

Las plantas tratadas con los sobrenadantes bacterianos de B. pumilus EA-CB0070, B.
amyloliquefaciens EA-CB1329 y PaeniBacillus sp. EA-CB0305, tuvieron reducciones en
las nodulaciones en promedio del 90%, seguidos de los tratamientos con B. gibsonii EA-
CBO0579, B. subtilis EA-CB0015 y B. subtilis EA-CB0575, donde se encontré en promedio
un 62% menos de nodulaciones respecto al control negativo. Estos resultados sugieren
gue los sobrenadantes bacterianos contienen metabolitos con efecto nematicida

generando una reduccion en la severidad generada por M. incognita.
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Los sobrenadantes bacterianos de las cepas B. altitudinis EA-CB0686, B. megaterium EA-
CBO0784 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959, tuvieron un efecto en las pruebas in vitro en
la reduccion de la eclosion de huevos y en la movilidad de juveniles J2 de M. incognita
(Figura 3-6 y Figura 3-7), pero no para las pruebas bajo condiciones de invernadero, en
donde no hubo un efecto respecto al control negativo, lo que sugiere que posiblemente los
metabolitos presentes en el sobrenadante sean degradados por otros microorganismos en
el suelo, o no contengan la concentracion requerida para generar un efecto significativo en
el sistema evaluado. En este sentido, se debe tener en cuenta que muchas veces los
productos biolégicos tienen como caracteristica que son susceptibles a variables bitticas
y abidticas que pueden contrarrestar el efecto que tienen.

Los resultados para los diferentes controles que se tuvieron en el experimento, mostraron
como las plantas tratadas con el medio D al 20% tuvieron mas nodulaciones que las del
control negativo. Este resultado se relaciona con el encontrado en forma in vitro, en donde
el medio D promovia la eclosion de huevos y la movilidad de juveniles J2 de M. incognita,
de este modo las larvas en suelo pudieron haber estado mas activas e ingresaron en un
menor tiempo a la raiz. Del mismo modo al haber produccién de huevos, éstos pudieron
haber eclosionado mas rapidamente y empezar de nuevo con el ciclo biol6gico. Este
resultado sugiere que probablemente los componentes del medio estarian teniendo una
promocién de la viabilidad del nematodo; este resultado confirma la capacidad de los
sobrenadantes bacterianos de generar un efecto antagénico hacia M. incognita, debido a
gue sin importar la accién del medio D remanente en las fermentaciones, los metabolitos
presentes en los sobrenadantes pudieron disminuir las afecciones causadas por el

nematodo fitopatégeno.

Los resultados para el PFA de las plantas evaluadas, mostraron que el sobrenadante de
la cepa B. subtilis EA-CB0575, tuvo diferencias significativas respecto al control negativo
y al tratamiento con medio D al 20%, mostrando un aumento en el peso de las plantas
cuando se inocul6 el sobrenadante bacteriano. Las plantas tratadas con los sobrenadantes
de las cepas B. megaterium EA-CB0784 y B. pumilus EA-CB0070, tuvieron los menores

pesos frescos aéreos, con valores similares al control negativo.
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3.4 Caracterizacion fisicoquimica de los SLC

A partir de los resultados encontrados en las evaluaciones in vitro (3.2.2) y en invernadero
(3.3.2), en donde los SLC y sobrenadantes bacterianos de las cepas B. subtilis EA-
CB0015, B. pumilus EA-CB0070 y B. gibsonii EA-CB0579 afectaron la viabilidad de los
diferentes estadios evaluados asi como las nodulaciones en plantas de tomate, se
determind la estabilidad de la actividad nematicida de estos SLC a tratamientos con

diferentes pH y temperaturas, asi como a la adicion de proteinasa K.

Tabla 3-4: Efecto de la temperatura en la actividad nematicida de los SLC sobre la eclosién
de huevos de M. incognita

' % Eclosién
Tratamiento . SL Ciemperatura (°C)°
SLCcontroI
50 70 100
B. subtilis EA-CB0015 7-5*1.7 65+1.5 100+£14 9.0%x19
B. pumilus EA-CB0070 70+x24 4.0+0.8 6.0+24 50+1.7

B. gibsonii EA-CB0579 50+13ab 50+13ab 95+17a 35+100D

Control negativo? 34.3+2.8

aControl negativo: agua

b SLCeontrol: SLC no expuestos a temperatura

¢ SLCremperatura: SLC expuestos a diferentes temperaturas

dIntervalos del error estandar, n = 4

* Denota diferencias significativas entre las medias del control negativo y 10s SLCtemperatura (p- valor
= 8.1e-06).

Letras diferentes denotan diferencias significativas segiin rangos multiples de Tukey para:
SLCecontrol y SLCpH de B. gibsonii EA-CB0579 (p- valor: 0.0482). Las deméas comparaciones, no
arrojaron diferencias significativas (p- valor: 0.4731 B. subtilis EA-CB0015, 0.7321 B. pumilus EA-
CB0070).

La capacidad de los SLC bacterianos de las cepas B. subtilis EA-CB0015 y B. pumilus EA-
CB0070 para disminuir la eclosion de huevos de M. incognita, no fue afectada por las
diferentes temperaturas (Tabla 3-4), lo que sugiere que la actividad nematicida no es de
caracter proteico. En el caso del SLC de la cepa B. gibsonii EA-CB0579, el efecto en la
eclosion de huevos de M. incognita fue levemente significativo, en donde a 50°C se perdié

parte de la actividad, pero a 100°C se aumentd. Estos resultados sugieren que los
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metabolitos del SLC de esta cepa podrian afectarse por tratamientos especificos a estas

temperaturas y perder posiblemente su actividad.

Para el caso del tratamiento de los SLC a diferentes pH (Tabla 3-5), no se evidencié un
efecto al someter los SLC a pH 2, pues todos conservaron su actividad nematicida. En el
tratamiento a pH 10, el SLC bacteriano de la cepa B. gibsonii EA-CB0579 inhibi6 de igual
forma la eclosién de huevos de M. incognita que el SLC sin tratar, caso contrario con los
SLC de B. subtilis EA-CB0015 y B. pumilus EA-CB0070, para los cuales la actividad
nematicida disminuyd en aproximadamente un 100% respecto al SLC sin tratar. Este
resultado sugiere que los metabolitos con efecto nematicida para estas dos cepas, podrian
degradarse y por ende perder su actividad en pH alcalinos mas no a pH acidos.

Tabla 3-5: Efecto del pH en la actividad nematicida de los SLC sobre la eclosion de
huevos de M. incognita

% Eclosion
i c
Tratamiento SLCourg ;‘:LCpH =
B. subtilis EA-CB0015 6.5+1.7b 30+1.0b 140+24a
B. pumilus EA-CB0070 55+13b 7.0+x13ab 13.5+29a
B. gibsonii EA-CB0579 3.3+x1.3ab 0.7+£0.7b 8.0+20a
Control negativo? 39.5 +92.6*

aControl negativo: agua

b SLCeontroi: SLC sin tratamiento a diferentes pH

¢ SLCph: SLC expuestos a diferentes temperaturas

dIntervalos del error estandar, n = 4

* Denota diferencias significativas entre las medias del control negativo y los SLCcontrol (p- Valor
=7.4e-06).

Letras diferentes denotan diferencias significativas segin rangos mdltiples de Tukey para
SLCcontrol Y SLCpH entre cada cepa bacteriana (p- valor = 0.006 B. subtilis EA-CB0015, 0.0345 B.
pumilus EA-CB0070 y 0.0301 B. gibsonii EA-CB0579).

Tabla 3-6: Efecto de la proteinasa K en la actividad nematicida de los SLC sobre la
eclosion de huevos de M. incognita

% Eclosion
Tratamiento
SI—Ccontrolb SLCpc
B. subtilis EA-CB0015 29.5+43 23.4+3.6

B. pumilus EA-CB0070 216+20 14.4 1.0




44 Evaluacién de diferentes estrategias de control de Meloidogyne sp. en cultivos de interés
agronémico
B. gibsonii EA-CB0579 21.9+£22 26.7+35
Control negativo® 79.8 £41.7*

aControl negativo: agua

b SLCcontroi: SLC sin tratamiento a proteinasa

¢ SLCyp: SLC tratados con proteinasa

dIntervalos del error estandar, n = 4

* Denota diferencias significativas entre las medias del control negativo y los SLCcontrol (p- valor =
7.4e-08).

Letras diferentes denotan diferencias significativas entre las medias de SLCcontrol Y SLCp entre
cada cepa bacteriana (p-valor = 0.3145B. subtilis EA-CB0015, 0.0628 B. pumilus EA-CB0070 y
0.3003 B. gibsonii EA-CB0579).

Al analizar los resultados para la prueba con proteinasa (Tabla 3-6), todos los SLC
mantuvieron su actividad en la reduccion de la eclosion de huevos de M. incognita,
resultado que se complementa con el de estabilidad al tratamiento con diferentes
temperaturas (Tabla 3-4), reafirmando la sugerencia de que los metabolitos activos no son

de caracter proteico.

3.5 Prueba in vitro con fracciones SPE

Con el fin de purificar los metabolitos activos de las cepas B. subtilis EA-CB0015 y B.
gibsonii EA-CB0579, se realizaron extracciones en fase sélida de los SLC y se recuperaron
tres fracciones (F1, F2 y F3), para las cuales se determiné la actividad nematicida sobre

huevos de M. incognita.

Los resultados para la prueba con las fracciones SPE recuperadas se muestran en la Figura
3-8, en donde los SLC de las cepas bacterianas mantuvieron su efecto en la reduccion de
la eclosion, respecto al control agua, con porcentajes de reduccién en promedio del 67%.
La solucién buffer y el medio Dy utilizadas como controles, tuvieron un efecto en la
diminucion de la eclosion de huevos de M. incognita, con un porcentaje de reduccion de la
eclosion en promedio del 23%, respecto al control agua. Este resultado sugiere que los
huevos podrian estar teniendo una inhibicion en estas soluciones. Cabe resaltar que al
analizar los controles y los SLC de ambas cepas bacterianas, estos ultimos continuaron

teniendo diferencias respecto a los controles (Anexo 1). Por lo anterior, sigue siendo
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predominante el efecto nematicida de los SLC sobre la eclosién de los huevos de M.

incognita.

Las fracciones F2 y F3 de los SLC de cada cepa tuvieron un efecto en la reduccién de la
eclosion de huevos de M. incognita similar al SLC sin fraccionar, con porcentajes de
reduccion de la eclosion respecto al control agua de aproximadamente el 57% para las F2
y F3 de la cepa B. subtilis EA-CB0015 y 62% para las mismas fracciones de la cepa B.
gibsonii EA-CB0579. Al lograr actividad nematicida en estas fracciones, se puede sugerir
gue los metabolitos pueden tener un caracter mas apolar, pues tuvieron mas afinidad por

los solventes MetOh 50 y 100% por medio de los cuales fueron recuperados.

Estos resultados permitieron dilucidar las fracciones que podrian tener los metabolitos
nematicidas para poder separar los componentes de las mismas y asi continuar con la

evaluacion de la actividad nematicida.
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Figura 3-8: Efecto de las fracciones recuperadas mediante SPE de SLC de las cepas B.
subtilis EA-CB0015 y B. gibsonii EA-CB0579 en la actividad nematicida sobre huevos de
M. incognita. Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los controles (p-
valor = 0.0002) y respecto al SLC sin fraccionar (letras mayudsculas para EA-CB0015;
letras mindsculas para EA-CB0579), segun rangos multiples de Tukey (p-valor EA-
CB0015 = 0.002 y p-valor EA-CB0579 = 1.92e-07). F1, corresponde a la fracciéon agua,
F2 ala fraccion 50% MetOH y F3 a 100% MeOH. Barras verticales denotan error estandar

(n=4).
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3.6 Efecto de diferentes lipopéptidos de B. subtilis EA-
CBO0015 en la eclosion de huevos de M. incognita

Para determinar la capacidad nematicida de los componentes de la F3 recuperada del SLC
de B. subtilis EA-CB0015, se realizé la purificacion por RP-HPLC de los lipopéptidos
producidos por esta cepa bacteriana, de acuerdo a caracterizaciones previas realizadas
por Villegas-Escobar et al. (2013).

Tabla 3-7: Efecto de los lipopéptidos de B. subtilis EA-CB0015 en la eclosion de huevos
de M. incognita a nivel in vitro.

% Eclosion

Concentracion 1X 2X
Controles Agua 37.6+21.9
SPE 20.1+1.8%a° 21.5+1.4*a
Lipopéptidos Fen 23.8+13a 21.7+26a
Itu 235+22a 266+22a
Sur 175+18a 185+35a

a|ntervalos del error estandar, SPE 2X, Itu 1X, n =16; Fen 1X, Sur 1X, Itu 1X, Sur 2X, n= 17; SPE
1X, n=18; Agua, Fen 2X n= 20

* Denotan diferencias significativas entre las medias del control agua con SPE 1X (p- valor =4.031e-
08) y con SPE 2X (p- valor = 4.043e-08).

b Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los diferentes lipopéptidos y SPE segln
rangos multiples de Tukey para concentracion 1X (p- valor = 0.0469) y segun diferencias de medias
por Kruskall-Wallis para concentracion 2X (p- valor = 0.1229).

Los resultados que se muestran en la
Tabla 3-7, indican que no existen diferencias entre los lipopéptidos Fen, Itu y Sur, cuando
son evaluados a la concentracién 1X o 2X, respecto al tratamiento SPE a la misma

concentracion.

Los tratamientos SPE en ambas concentraciones (1X y 2X), redujeron aproximadamente
un 45% la eclosion de huevos de M. incognita respecto al control agua, lo que sugiere que

la fraccion seleccionada para la extraccién de los lipopéptidos mantenia un efecto
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nematicida significativo. Cabe resaltar que este porcentaje es menor al encontrado
anteriormente al evaluar la F3, la cual es equivalente al tratamiento SPE, en donde se
obtuvo un porcentaje de reduccién de la eclosion del 57% aproximadamente (seccién 3.5).
Este resultado sugiere que procedimiento realizado, podria estar afectando ya sea los
componentes o las concentraciones de los metabolitos presentes en la fraccion F3.

Al evaluar de manera independiente los lipopéptidos a la concentracion 1X, no hubo
diferencias entre la fraccion SPE y cada lipopéptido. En este sentido, se decidio realizar
la prueba a una doble concentracion (Itu a 710 ppm, Fen a 1504 ppm y Sur a 604 ppm),
para la cual el efecto de la fraccion SPE se mantuvo y se evidencio que los tres lipopéptidos
por separado tenian un efecto similar a la SPE y con porcentajes de inhibicion de la
eclosion del 42% para Fen, 29% para Itu y 50% para Sur, respecto al control no tratado.
Cabe destacar que las surfactinas tuvieron poca solubilidad en el buffer fosfato que se
utilizé para la prueba (seccién 1.1.1) ya que se veia un precipitado en el tubo donde se
realizé la suspensién de los lipopéptidos. En este sentido, este factor pudo influenciar en
la evaluacién de las surfactinas y no mostrar posibles diferencias al ser evaluadas solas o
en solucién con los otros lipopéptidos (fraccion SPE). Adicionalmente, los resultados
sugieren que al no existir diferencias entre los lipopéptidos evaluados de forma individual
comparados con la fracciébn SPE, en donde se encuentran las tres familias en suspension,

gue no existe un efecto sinérgico entre los lipopéptidos.



4.Discusion

Meloidogyne spp. son organismos causales de enfermedades en cultivos de interés
agricola a nivel mundial. Controlar este patégeno de forma efectiva ha sido materia de
estudio, con estrategias que incluyen el uso de productos agricolas nematicidas o
microorganismos y sus metabolitos capaces de antagonizar este patégeno de forma in vitro
y en planta. En la presente investigacion las evaluaciones in vitro de los productos
nematicidas evaluados asi como los SLC bacterianos, arrojaron reducciones de la eclosién
de huevos y de la movilidad de juveniles J2 de M. incognita. Dados estos resultados y
pasando a evaluacion en planta bajo condiciones de invernadero, se obtuvo respuesta
positiva en cuanto a la reduccion de la afectacion causada por el nematodo fitopatégeno.
Partiendo de estos resultados prometedores para los cepas bacterianas evaluadas, se
seleccionaron tres SLC para caracterizacion fisicoquimica, la cual permitié conocer la
estabilidad a cambios de temperatura, pH y accion enzimatica de los productos de
fermentacion de las cepas B. pumilus EA-CB0070, B. subtilis EA-CB0015 y B. gibsonii EA-
CBO0579 en la actividad nematicida. A partir de estos resultados, se seleccionaron los SLC
de las cepas EA-CB0015 y EA-CB0579 para hacer purificacion parcial y caracterizacion
por RP-HPLC, en donde se pudo observar la capacidad de ciertos metabolitos presentes

en los productos de fermentacion de la cepa B. subtilis EA-CB0015 capaces de inhibir el
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ciclo de vida de M. incognita, ayudando asi a esclarecer la posible forma de accién de los

SLC en la inhibicién del ciclo de vida del nematodo fitopatégeno.

La caracterizacion de las cepas de Meloidogyne sp. presentes en las plantas de tomate
luego del aislamiento, permitid verificar que pertenecian a la especie M. incognita (3.1).
Para el caso de tomate, a la especie M. incognita se reporta como una de las especies que
mas afecta los cultivos de tomate, teniendo incidencia en pérdidas de productividad entre
el 22 — 30 % (Seid, Fininsa, Mekete, Decraemer, & Wesemael, 2015).

De los nematicidas quimicos evaluados, Rugby® y su molécula activa (Cadusafos), ha sido
reportada para el control de Meloidogyne spp. y otros nematodos fitopatégenos (Safdar et
al., 2012), tanto para estadios huevo y larva en ensayos in vitro como para evaluaciones
bajo condiciones de invernadero. La capacidad de este nematicida de intervenir en el ciclo
de vida del nematodo, implica la inhibicién de la enzima A-ChE, dejando consecuencias
en el sistema nervioso central, sea por contacto directo o por ingestion en el caso de los
juveniles J2 (Radwan et al., 2012b), razdn por la cual posiblemente en los resultados para
la reduccion de la eclosién (Figura 3-4) y movilidad de juveniles J2 (Figura 3-5), hubo un
efecto significativo respecto al control, para ambos ensayos con este nematicida. Para el
caso de Verango®, se reporta que este compuesto y su molécula activa (Fluopyram)
interactlian con enzimas presentes en la respiracion celular, especificamente la succinato
deshidrogenasa, inhibiendo su actividad y causando alteraciones en el metabolismo del

microorganismo (Faske & Hurd, 2015). Por su parte, los ingredientes activos de Larvin®

Tabla 2-1) se han evaluado previamente en estadios juveniles J2 de M. incognita
(Goncalves Borges, Kuhn Odair, Battistus, Lopez Estevez, & Coltro, 2013), obteniendo un
efecto mayor en la mortalidad de los juveniles J2, pero sin evaluaciones sobre huevos, en
contraposicién al presente estudio, lo que podria ayudar a ampliar el conocimiento que se

tiene de los diferentes estadios que son susceptibles a la accién con este nematicida.

A partir de estos resultados, los productos Rugby® y Verango® fueron evaluados bajo
condiciones de invernadero, en donde ambos tuvieron efecto en la reduccién de las
afecciones causadas por M. incognita (

Tabla 3-2). Safdar y colaboradores (2012), encontraron luego de 60 d de evaluacion

curativa de Cadusafos (Rugby®) reducciones en las nodulaciones en tomate, aunque el
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efecto fue mejor cuando se utilizaba el producto de forma preventiva (Safdar et al., 2012).
En el presente estudio, Rugby® y Verango® tuvieron los mejores efectos sobre la
reduccion en las nodulaciones y los huevos/g de raiz, posicionandolos como nematicidas
quimicos efectivos a la hora de controlar M. incognita. Cabe resaltar que el uso de Rugby®
debe ser revisado, ya que se obtuvo el menor peso radicular en las plantas tratadas con
este nematicida, lo que podria acarrear problemas en el desarrollo de la planta. Radwan
et al. (2012b), encontraron que los tratamientos con cadusafos (Rugby®), controlaron las
afectaciones causadas por M. incognita pero redujeron el peso radicular de plantas de
tomate en un 41%. Estos resultados sugieren una posible toxicidad por parte de la

molécula activa del nematicida en el sistema radicular.

Para el caso de Verango® y su molécula activa Fluopyram, los reportes para el control de
nematodos son recientes (Faske & Hurd, 2015). Los autores proponen un modelo de
evaluacién en juveniles J2, en donde a las 24 h de exposicion, la molécula activa tiene
efecto en la movilidad del estadio, no obstante, no se reportaron evidencias de su efecto
sobre estadio huevos, como se hizo en el presente trabajo. Los resultados obtenidos para
este nematicida de origen quimico muestran como hubo efecto en ambos estadios
evaluados y sugieren que el mecanismo de accion esta posiblemente ligado moléculas

presentes en ambos estadios del ciclo de vida del nematodo.

En el caso de los nematicidas con base en extractos vegetales se encuentra que Eco A-
Z®, el cual tiene como ingrediente activo extracto de ajo (Tabla 2-2), ha sido reportado como
nematicida en estudios en planta y con varias aplicaciones sucesivas (Shin et al., 2005; W.
El-Nagdi & Youssef, 2013). En las pruebas in vitro, este nematicida tuvo mayor porcentaje
de inhibicion de la eclosion de huevos que de la movilidad de juveniles J2 de M. incognita,
al utilizarse una concentraciéon de 0.1% v/v del nematicida. Agbenin y colaboradores
(2005), encontraron que en evaluaciones en masas de huevos in vitro a una concentracion
de extracto de ajo del 20% p/v, no hubo eclosién de huevos desde masas de huevos
(Agbenin, Emechebe, Marley, & Akpa, 2005), reporte que apoya el resultado encontrado

en el presente trabajo.

En el caso del extracto a base de quillay (Quillaja saponaria), componente activo de QL

Agri®, Giannakou en el 2011 reporté inmovilidad para estadios juveniles J2 en
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Meloidogyne spp. del 25% después de 4 d de tratamiento y superior al 80% después de 8
d de exposicion al producto. En el presente trabajo, al cabo de 2 d, se obtuvo un 20% de

reduccion en la movilidad de juveniles J2, respecto al control (Figura 3-5), lo que sugiere
gue el efecto podria llegar a ser mayor si se evaluara en mas tiempo. A este producto se
le atribuye la accién nematicida a las saponinas triterpenoides presentes en su extracto,
las cuales interactian con las membranas biologicas hasta volverlas fluidas (Guo & Kenne,
2000), permitiendo dafio en las mismas e interrupcion del ciclo de vida o normal
funcionamiento del nematodo (San Martin & Magunacelaya, 2005). Adicionalmente QL
Agri® se ha reportado como efectivo en la disminucién de poblaciones de juveniles J2 en
suelo, al ser aplicado en tres tiempos diferentes durante 20 d de evaluacién en plantas de
tomate (Giannakou, 2011). Este efecto se ve relacionado tanto con la capacidad de
interactuar directamente con los nematodos, asi como de crear efecto antitréficos en los

juveniles J2, desorientandolos posiblemente de laraiz y evitando que ingresen en la planta.

La capacidad de Sincocin® de causar inmovilidad en estadios méviles de nematodos
fitopatdgenos, ha sido evaluada anteriormente para Pratylenchus penetrans (Pinkerton &
Kitner, 2006), en donde este nematicida no tuvo diferencias respecto a un control no
tratado. En el presente trabajo, Sincocin® tuvo efecto reduciendo la eclosion de huevos
pero no de juveniles J2 de M. incognita, lo que sugiere la posible especificidad del producto
en controlar a algunos de los estadios del nematodo. Este nematicida estd compuesto de
acidos grasos naturales como acido acético, acido propiénico y acido butirico, para los
cuales se ha reportado que pueden tener accion repelente desde la planta hacia los
nematodos, previniendo el ataque del parasito (Andrés et al., 2012; Zhang, Ruan, Deng, &
Gao, 2012; Ghazalbash & Abdollahi, 2013). En el presente trabajo, Sincocin® fue efectivo
a la hora de reducir la eclosion de huevos de M. incognita, pero no tuvo un efecto
significativo en la reduccion de la movilidad de juveniles J2 respecto al control no tratado.
No obstante, la evaluacion en planta de este nematicida, mostré reducciones tanto en las
nodulaciones como en los huevos/g de raiz (

Tabla 3-2), indicando que la efectividad de este producto mejoré en las pruebas en planta
en comparacion con las pruebas in vitro. Sincocin® ha sido estudiado previamente en
evaluaciones bajo condiciones de invernadero como agente controlador de Meloidogyne

spp.; existen reportes en los que el nematicida disminuye el nimero de agallas en raices
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de tomate, en donde se sugiere que el efecto de este extracto vegetal se da no por el
contacto directo con los nematodos, sino con las raices de la planta y los exudados
radicualres (EI-Nagdi & Youssef, 2013): Estos extractos vegetales cominmente contienen
moléculas de glucésidos, los cuales pueden ser hidrolizados hasta compuestos fendlicos
y estos terminar siendo toxicos para los nematodos (El-Nagdi & Youssef, 2004; Osman et
al., 2005).

Los nematicidas de origen biologico (Tabla 2-1) y sus ingredientes activos, se han utilizado
por tener la capacidad de parasitar estadios como huevos y J2 (Radwan et al., 2012a). De
igual forma, la produccién de quitinasas y serin proteasas por parte de Purpureocillium
spp., asi como la formacién de apresorios, ha sido reportada como los posibles modos de
control de nematodos fitopatbgenos por parte de este microorganismo (Kiewnick,
Neumann, Sikora, & Frey, 2011). Para Trichoderma spp., Sharon y colaboradores reportan
gue la capacidad in vitro de este hongo en parasitar los huevos y los juveniles J2, esta
dada por una interaccion muy cercana entre residuos de carbohidratos de la matriz
gelatinosa en la que deposita la hembra los huevos y el hongo (Sharon et al., 2009). De
ese modo, los resultados para los productos evaluados de forma in vitro, estan asociados
con la capacidad de los microorganismos presentes es las formulaciones de interactuar
con M. incognita, ya sea por competencia activa, mediante la produccion de enzimas que
atacan especificamente el microorganismo, o de forma pasiva, mediante la colonizacion

del espacio.

Estos resultados se comparan con los encontrados en las evaluaciones en planta, donde
los nematicidas de origen biolégico (Tabla 2-1) tuvieron efecto en la reduccién de las
nodulaciones y los huevos/g raiz respecto al control no tratado con nematicidas. Este
comportamiento ha sido reportado para Trichoderma spp. y Purpureocillium spp.,
ingredientes activos de ambos productos (Khan, Haque, & Kausar, 2014; Affokpon et al.,
2011; Anastasiadis, Giannakou, Prophetou-Athanasiadou, & Gowen, 2008). Radwan y
colaboradores (2012a), encontraron reducciones del 63% en el numero de agallas en
plantas de tomate después de 50 DDI del nematodo, al ser tratadas con un producto
nematicida con T. &lbum como ingrediente activo a una dosis de 5 g/Kg de suelo. Este
resultado es comparable con los obtenidos en las evaluaciones realizadas en el presente

trabajo, en donde Safersoil®, con los hongos T. asparellum, T. atriviride, T. harzianum, y
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P. lilacinus, Trichoderma sp. y P. lilacinus como agentes biocontroladores, propicié un
porcentaje de reduccion del numero de agallas del 69% respecto a un control no tratado,
con una dosis de aplicacion de 0.88 mg/kg de suelo. Del mismo modo, se le atribuye a
Trichoderma spp. la capacidad de producir metabolitos secundarios en suelo capaces de
interactuar directamente con la planta o con el nematodo fitopatégeno, ocasionando dafios
celulares (Sahebani & Hadavi, 2008).

Como se ha mostrado, los nematicidas que exhibieron un buen desempefio en las pruebas
in vitro, tuvieron también reducciones en las afectaciones causadas por M. incognita en
plantas de tomate. Para el caso de Sincocin®, las evaluaciones contra juveniles J2 de
forma in vitro, mostraron que el producto no tuvo diferencias respecto al control no tratado,
pero redujo las nodulaciones en planta en un 88%. En este sentido, se hace importante
resaltar que la seleccién de nematicidas puede estar determinada por pruebas que tengan
en cuenta el sistema suelo-planta y no ser descartados desde una fase exploratoria in vitro.
Por otra parte, al realizar las evaluaciones de las cepas de BAFEs de forma in vitro (SLC)
y en invernadero (sobrenadantes bacterianos), todas las cepas tuvieron un efecto
significativo tanto en la reduccién de la eclosion de huevos (Figura 3-6) y movilidad de
juveniles J2 de M. incognita (Figura 3-7), como en las nodulaciones en planta que puede
producir este nematodo (

Tabla 3-3). Las evaluaciones se realizaron con los productos de fermentacion de los
microorganismos y no inoculando directamente las bacterias, por o que se sugiere que las
cepas bacterianas producen metabolitos en cultivo sumergido que repercuten en el ciclo

de vida del nematodo.

Las bacterias y sus productos de fermentacién evaluadas en el presente trabajo, han sido
reportadas previamente como controladoras de Meloidogyne spp. Es asi como Woo-Jin et
al. (2002), reportan que en una fermentacion liquida de PaeniBacillus illinoisensis
inoculada con huevos de M. incognita, se obtuvo un porcentaje de eclosién de huevos del
2.5%, transcurridas 48 h de crecimiento de la bacteria. Durante el mismo tiempo pero para
el SLC de Paenibacillus sp. EA-CB0305, los huevos tuvieron un porcentaje de eclosion de
1.5%, lo que sugiere que la inhibicion de la eclosion puede estar sujeta a los metabolitos

gue produce el microorganismo en el medio de cultivo. Para el caso de B. pumilus, Lee y
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Kim (2015) encontraron que luego de 5 d de fermentacion de esta bacteria, a una
concentracion del 10% v/v del medio que contenia tanto células como sobrenadante,
obtuvieron una reduccién en la eclosion de huevos de M. arenaria del 88.3% y de muerte
de juveniles J2 del 92.8% después de 3 d de exposicion. En este sentido, la cepa B.
pumilus EA-CB0070 tuvo un efecto comparable, obteniendo en promedio un 94% de
reduccion de la eclosion y de la movilidad de juveniles J2 (Figura 3-6 y Figura 3-7) después
de 48 h de evaluacion. Asimismo, otros autores reportan como el extracto libre de células
de B. megaterium, redujo a nivel in vitro la eclosion de huevos y movilidad de juveniles J2
de M. incognita en promedio un 40%, luego de 48 h de incubacion (Saikia, Tiwari, &
Pandey, 2013). La cepa B. megaterium EA-CB0784 utilizada en el presente trabajo, obtuvo
en promedio un porcentaje de reduccion de la eclosion de huevos y de movilidad de

juveniles J2 del mismo nematodo del 90%.

La accién nematicida de estos microorganismos sobre la eclosién de huevos y la movilidad
de juveniles J2 de especies de Meloidogyne, se le atribuye a diferentes factores. En este
sentido, se reporta para Bacillus spp. la produccion de enzimas proteoliticas, quitinoliticas
y glucanasas, las cuales intervienen directamente en la membrana del nematodo
destruyéndola o vacuolandola (Perry et al., 2009). Igualmente, se reporta otras moléculas
como algunos lipopéptidos ciclicos, los cuales tienen la capacidad de degradar la
membrana del nematodo o intercalarse en la misma, interfiriendo en su estructura y funcion
(Kavitha et al., 2012; Zhao et al., 2018). También, se ha evidenciado que el efecto
nematicida de B. megaterium por ejemplo, la produccién de compuestos volatiles como
decanal, 2-nonanon y benzaldehido bajo condiciones in vitro (Huang et al., 2010), los

cuales pueden ser toxicos para los nematodos fitopatdégenos.

En el caso de B. gibsonii, desde nuestro conocimiento no se tienen reportes de esta
bacteria en evaluaciones con nematodos fitopatégenos. Este microorganismo se reporta
como productora de proteasas alcalinas (Martinez et al., 2013; Deng et al., 2014), las
cuales podrian ejercer una efecto nematicida en M. incognita, ya que podria interactuar

con las proteinas de membrana del nematodo.

La capacidad de las cepas bacterianas para producir estos compuestos, va a depender del

medio de cultivo, las condiciones de crecimiento y la variabilidad entre cepas de la misma
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especie para la sintesis de las moléculas (Raaijmakers, de Bruijn, Nybroe, & Ongena,
2010, Abdel-Salam, Ameen, Soliman, Elkelany, & Asar, 2018). Cabe resaltar que el medio
de cultivo utilizado para la obtencion de los SLC en el presente trabajo, es un medio que
se ha reportado para aumentar las concentraciones de biomasa y de lipopéptidos para una

cepa B. subtilis (Mosquera et al., 2014).

Como se detalla anteriormente, las cepas utilizadas en el presente estudio tuvieron un
desempefio eficiente a la hora de reducir la eclosién de huevos como la movilidad de
juveniles J2 de M. incognita. La erradicacion de este nematodo de suelos agricolas es casi
imposible, debido a la capacidad polifaga de este microorganismo, pero la inhibicién de la
eclosion de huevos o movilidad de juveniles J2 de Meloidogyne spp., es de gran ayuda a

la hora de reducir las poblaciones de este nematodo en raices y suelos (Saikia et al., 2013).

Es asi como en las evaluaciones en plantas de tomate (

Tabla 3-3), la mayoria de los sobrenadantes tuvieron efecto en la reduccion de las
nodulaciones provocadas por M. incognita, excepto las cepas B. altitudinis EA-CB0686, B.
megaterium EA-CB0784 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959. Este resultado sugiere que la
interaccién de los SLC de las

bacterias y el sistema suelo-planta, podria estar dejando como consecuencia la
degradacién de estos componentes o que las concentraciones no son las requeridas para

poder ver el efecto en plantas.

La capacidad de estas bacterias para inhibir las afecciones causadas por Meloidogyne
spp. ha sido reportada previamente. Almaghrabi y colaboradores (2013), encontraron que,
luego de utilizar tanto las células como el producto de fermentacion de B. subtilis para
sumergir las raices de tomate, este redujo las nodulaciones en un 33% luego de 45 d de
evaluacion; para las cepas EA-CB0015 y EA-CBO0575 la reduccion fue del 49% y 67%,
respectivamente, utilizando solamente el SLC de cada cepas, demostrando la capacidad
del SLC de B. subtilis como agente biocontrolador de Meloidogyne spp. (Xia et al., 2011;
Zhao et al., 2018).
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El control de poblaciones de nematodos fitopatégenos por parte de bacterias promotoras
de crecimiento vegetal, dentro de las cuales se encuentran especies del género Bacillus,
envuelve mecanismos como la produccion de antibidticos, enzimas, parasitismo o la
induccién de resistencia sistémica en las plantas (Jamal et al., 2017). Los extractos o
sobrenadantes microbianos, contienen a menudo compuestos fendlicos, metabolitos
secundarios y acidos organicos, para los cuales se ha demostrado que tienen actividad
nematicida en estudios en planta (Saikia et al., 2013) o que pueden ser elicitores de la
resistencia sistémica inducida (Ongena et al., 2007).

A partir de los resultados encontrados y con el fin de purificar los metabolitos implicados
en el control de M. incognita, se llevo a cabo la caracterizacion de los SLC de las cepas B.
subtilis EA-CB0015, B. pumilus EA-CB0070 y B. gibsonii EA-CB0579. Esta caracterizacion
comprendié la estabilidad de la actividad nematicida a cambios de pH, temperatura y
accién enzimatica por proteasas. En este sentido, en el tratamiento a pH 10 los SLC de las
cepas B. subtilis EA-CB0015 y B. pumilus EA-CB0070 redujeron su capacidad de inhibir la
eclosion de huevos de M. incognita, respecto al SLC no tratado. Para el caso de especies
del género Bacillus, se reporta la capacidad de producir proteasas alcalinas y algunos
péptidos de sintesis ribosomal con actividad 6ptima entre pH 7 — 10 (Schallmey, Singh, &
Ward, 2004.), pero en el caso de los lipopéptidos, algunos pueden cambiar propiedades
como la tensién superficial con el incremento del pH y podrian precipitarse (Kim et al.,
1997; Nitschke & Pastore, 2006), lo que podria influenciar la pérdida de ciertas

caracteristicas, por ejemplo, la actividad nematicida.

Para la cepa B gibsonii EA-CB0579, no hubo diferencias significativas en ninguno de los
dos pH evaluados, respecto al SLC sin tratar (pH inicial). Para el tratamientos a pH 10 se
puede sugerir que se mantiene la actividad debido a que se reporta que este
microorganismo metaboliza proteasas alcalinas y que de este modo podria tener otros
metabolitos con esta caracteristica quimica (Deng et al., 2014). Adicionalmente, se reporta
gue para otras especies del género Bacillus, existen actividades enzimaticas maximas a
pH de 10.5 (Beg, Q.K., Gupta, 2003), lo cual podria asociarse con los resultados

encontrados para B. gibsonii.

Los tratamientos a diferentes temperaturas, asi como con proteinasa K, no mostraron

efecto en los SLC de las cepas seleccionadas para caracterizacion y por lo tanto, no
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perdieron su capacidad nematicida. En este sentido, el resultado sugiere que los
metabolitos presentes en los SLC y que tienen efecto inhibiendo la eclosion de huevos de
M. incognita no son de caracter proteico y se necesitaban otras pruebas que permitieran
determinar mediante otras caracteristicas, los posibles metabolitos implicados en el control
de M. incognita. Para esto, los SLC de las cepas B. subtilis EA-CB0015 y B. gibsonii EA-
CBO0579, fueron sometidos a fraccionamiento en fase solida SPE. Las fracciones de 50%
MetOH (F2) y 100% MetOH (F3) mantuvieron la actividad nematicida, mostrando una
condicién quimica mas apolar, dado el tipo de columna (C18) y el solvente usado. Para la
cepa EA-CBO0015, Villegas-Escobar y colaboradores (2013), reportaron como la fraccién
eluida con 100% Met, OH tuvo la mayor actividad contra Mycosphaerella fijiensis y del
mismo modo, detectaron en esta fase lipopéptidos ciclicos de la familia de las itutinas,
fengicinas y surfactinas. Estos resultados sugieren la presencia de ciertos compuestos con

accion nematicida de interés en la F3.

Pariendo de que la fraccién eluida con 100% MetOH conservd efecto nematicida, se
decidi6 separar mediante RP-HPLC los lipopéptidos de la F3, los cuales ya han sido
reportados previamente en el control de diferentes fitopatégenos, incluidos F. oxysporum,
R. solani, C. acutatum y M. fijiensis (Arroyave-Toro, Mosquera, & Villegas-Escobar, 2017,
Villegas-Escobar et al., 2013). Los resultados evidenciaron como las Itu, Fen y Sur tuvieron
un efecto inhibitorio de la eclosion de huevos de M. incognita al ser evaluados de forma
independiente y a dos concentraciones. Estos lipopéptidos ciclicos sintetizados por
Bacillus spp., son antibiéticos relacionados con efecto inhibitorio de fitopatégenos en
general (Nihorimbere et al., 2012). Este grupo de microorganismos, considerados PGPR,
tienen la capacidad de colonizar la rizosfera e interactuar de manera directa o
indirectamente con otros microorganismos. Los mecanismos bajo los cuales estos
microorganismos actlan directamente contra nematodos fitopatdgenos, ain no se han
dilucidado con exactitud (Aballay et al., 2017), pero se reporta la capacidad de péptidos
ciclicos producidos por B. amyloliquefaciens contra M. exigua (Oliveira et al., 2014) y de
surfactinas e iturinas producidas por B. subtilis contra la eclosién de huevos y movilidad de

juevniles J2 de M. incognita (Kavitha et al., 2012).
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5.Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

M. incognita es un nematodo fitopatégeno capaz de infectar variedades de plantas.
Esta caracteristica permitié el aislamiento del nematodo a partir de plantas de Sacha
inchiy posterior infeccién en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Santa Clara),
con lo cual se pudo establecer esta planta como modelo de estudio para el control de este

nematodo.

Mediante las pruebas in vitro se seleccionaron 6 de los 10 productos nematicidas (Rugby®,
Verango®, Safersoil®, Safelomyces®, QL Agri® y Sincocin®), los cuales tuvieron efecto
en la disminucién de la eclosion de huevos y movilidad de juveniles J2 de M. incognita y
fueron llevados a pruebas bajo condiciones de invernadero. Estos mismos productos

tuvieron efectividad reduciendo las nodulaciones y huevos / g raiz en plantas de tomate.

Los nematicidas de origen quimico (Rugby®, Verango®) tuvieron los mejores reducciones
en cuando a la eclosion (57% y 50%, respectivamente) y la movilidad de juveniles J2 (87%
y 77%, respectivamente) de M. incognita. Estos mismos productos tuvieron efecto en la
reduccion en las nodulaciones en plantas de tomate en evaluaciones en invernadero (94%

para Rugby® y 86% para Verango®).

Las pruebas realizadas con los nematicidas de origen biolégico (Safersoil®,
Safelomyces®), arrojaron reducciones de la eclosion del 22 y del 15% respectivamente, y
la movilidad de juveniles J2 en un 37 y 14%, en el mismo orden. En las pruebas en
invernadero, se obtuvieron reducciones en las nodulaciones en un 69 y 77% para

Safelomyces® y Safersoil®, respectivamente en plantas de tomate.



Los nematicidas de origen vegetal (Sincosin® y QL Agri®), tuvieron efecto negativo
reduciendo en un 49 y 43% la eclosion de huevos respecto a un control no tratado.
Cuando fueron evaluados en invernadero, las nodulaciones se redujeron 74% (Sincosin®)
y 71% (QL Agri®).

Los sobrenadantes libres de células (SLC) de las cepas bacterianas B. pumilus EA-
CB0070, B. PaeniBacillus sp. EA-CB0305, B. altitudinis EA-CB0686, B. gibsonii EA-
CB0579, B. megaterium EA-CB0784, B. amyloliuefaciens EA-CB0959 vy B.
amyloliquefaciens EA-CB1329, B. subtilis EA-CB0575 y B. subtilis EA-CB0015, redujeron
el porcentaje de eclosion de huevos y de movilidad de juveniles J2 de M. incognita en
pruebas in vitro por encima del 60%, mostrando su potencial como organismos productores

de metabolitos efectivos en el control del nematodo fitopatdégeno.

De los sobrenadantes bacterianos evaluados en plantas de tomate, 6 de los 9 tuvieron
efecto en la reduccibn de las nodulaciones ocasionadas por M. incognita. Los
sobrenadantes de las cepas B. pumilus EA-CB0070, B. amyloliquefaciens EA-CB1329 y
PaeniBacillus sp. EA-CB0305, tuvieron en promedio reducciones del 90%, seguidos de los
tratamientos con B. gibsonii EA-CB0579, B. subtilis EA-CB0015 y B. subtilis EA-CB0575
donde se encontré en promedio un 62% menos nodulaciones respecto al control negativo,
mostrando la capacidad de estos sobrenadantes para reducir la severidad generada por

M. incognita en plantas de tomate y bajo condiciones de invernadero.

La actividad nematicida de los SLC de las cepas B. subtilis EA-CB0015, B. pumilus EA-
CBO0070 y B. gibsonii EA-CB0579 sobre huevos de M. incognita, fue estable a cambios de
pH é&cidos y hubo variaciones para la actividad nematicida de los SLC de las cepas B.
subtilis EA-CB0015 y B. pumilus EA-CB0070 al ser sometidos a pH basico.
Epecificamente, cuando se trataron los SLC a pH 2 durante 24 h, estos mantuvieron su
efecto nematicida. Para el caso del tratamiento a pH 10, la actividad nematicida de las
cepas B. subtilis EA-CB0015 y B. pumilus EA-CB0070, disminuyé aproximadamente un
100% de su actividad inicial, mostrando algunas caracteristicas de estabilidad de los

metabolitos que pueden ejercer actividad contra el nematodo.
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La actividad nematicida de los de los SLC de las cepas B. subtilis EA-CB0015, B. pumilus
EA-CB0070 y B. gibsonii EA-CB0579 sobre la eclosion de huevos de M. incognita, no se
vio afectada por cambios de temperatura entre 50 y 100 °C ni por accion enzimatica por
proteasas (proteinasa K), lo que sugiere que los metabolitos activos no son de caracter
protéico.

La purificacion parcial por SPE permitié determinar que la actividad nematicida de los SLC
de las bacterias B. subtilis EA-CB0015 y B. gibsonii EA-CB0579 se mantuvo al ser eluidos
con 50% y 100% MetOH, lo que permiti6 establecer las fracciones activas frente a la

inhibicién de la eclosién de huevos de M. incognita.

A partir de las fracciones activas, la separacién mediante RP-HPLC de la fraccion 100%
MetOH, permitié obtener de forma independiente los lipopéptidos Itu, Fen, Sur, para los
cuales la actividad nematicida se mantuvo, con porcentajes de inhibicion de la eclosion de

huevos de M. incognita del 42% para Fen, 29% para Itu y 50% para Sur.

Recomendaciones

Mediante los analisis taxondmicos realizados se pudo identificar la especie de
Meloidogyne infectando plantas de Sacha inchi pero se recomienda realizar pruebas

de identificacién molecular para corroborar que la especie corresponda a incognita.

Evaluar otras dosis de Meloidogyne spp. en plantas de Sacha inchi para verificar la
capacidad del nematodo en parasitar esta planta, asi como diferentes materiales de la
oleaginosa que puedan estar distribuidos a nivel nacional, podria ayudar a ampliar el
conocimiento en la susceptibilidad y sintomatologia en esta planta, ademas de una

evaluacion en un mayor periodo de exposicion (6 meses).

En las evaluaciones en planta bajo condiciones de invernadero, el nematicida Rugby®

genero una reduccion del 52% aproximadamente en el peso fresco radicular de las plantas



de tomate, comparado con las plantas sin tratamiento, lo que podria afectar el crecimiento
de la planta y su etapa productiva, por lo que se debe revisar el uso de este nematicida

guimico en este sistema.

Los posibles metabolitos del SLC de la cepa B. ginsonii EA-CB0579 involucrados en el
efecto inhibitorio contra M. incognita, podria ser caracterizados e identificarlos para
dilucidar su posible forma de accion, debido que hasta el momento en que se realizé esta

investigacion, no se encuentran reportes de efecto nematicida de esta bacteria.

Los resultados a escala de invernadero para tomate deben ser validados en campo, ya
gue las condiciones de produccién pueden influir en la efectividad de los nematicidas asi
como de los sobrenadantes bacterianos.

Finalmente, la evaluacion de los SLC debe ser un primer paso para la seleccion de posibles
bacterias controladoras de M. incognita, seguido de estudios de las formulaciones que se
puedan desarrollar con estas bacterias, las cuales pueden ser distribuidas con mayor
facilidad.



A. Anexol

Analisis de controles y de SLC en prueba de fracciones recuperadas por SPE y
su actividad nematicida.
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Diferencias entre los controles y los SLC en la prueba fracciones recuperadas mediante
SPE (3.5) de las cepas B. subtilis EA-CB0015 y B. gibsonii EA-CB0579 en la actividad
nematicida sobre huevos de M. incognita. Letras diferentes denotan diferencias
significativas entre los tratamientos (p-valor = 6.62e-10), segin rangos miltiples de Tukey.
Barras verticales denotan error estandar (n = 4).



B. Anexo 2

Cromatograma en fase reversa de la fraccion SPE 100% MetOH de B.
subtilis EA-CB0015, obtenido con el gradiente 20%, 40%, 60%, 80% y
100% MetOH.
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