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RESUMEN

Los nematodos fitoparasitos contintan siendo un gran problema en muchos cultivos, siendo
el control quimico, practicamente la Gnica forma utilizada. En el presente estudio se evaluo
el efecto de dos formulados en base a bacterias del género bacillus y pseudomonas nativas,
en diferentes concentraciones, para control de nematodos fitoparasitos en plantas de vid. Para
ello se realizaron dos ensayos en macetas, bajo condiciones de invernadero, utilizando suelo
naturalmente infestado principalmente con los géneros Xiphinema y Meloidogyne. En el
primer ensayo se evaluaron dos tipos de formulados, arcilla y liquido, comparandolos con
dos productos comerciales, de origen quimico (Rugby) y bioldgico (Bafex-N). En el segundo
ensayo, se evaluaron tres concentraciones bacterianas de ambos formulados. Los resultados
mostraron que las rizobacterias evaluadas en la formulacién de arcilla, disminuyeron
significativamente las poblaciones de nematodos fitoparasitos, en comparacion con el testigo
absoluto (p < 0,05), alcanzando efectos similares a los dos tratamientos con productos
comerciales. Las tres concentraciones de rizobacterias evaluadas registraron diferencias
significativas en el control de las poblaciones de nematodos fitoparasitos, comparadas con el
testigo. En cuanto al efecto de los tratamientos evaluados sobre las plantas de vid, estos
mostraron diferencias significativas en el dafio radical, sin embargo el efecto no se reflejo en
el peso de las plantas donde no se obtuvieron diferencias significativas. Los formulados
rizobacterianos evaluados pueden ser una alternativa para el control de nematodos
fitoparéasitos en plantas de vid.



ABSTRACT

The plant-parasitic nematodes remain an important problem in many crops systems, being
the chemical control almost the only management currently used for it. In the present study,
the control effect of two rhizobacteria formulations of native bacillus and pseudomonas with
different CFU concentrations, on phytoparasitic nematodes population in grapevines was
evaluated. Two assays were performed in pots, under greenhouse conditions, using naturally
infested soil, mainly by Xiphinema and Meloidogyne nematodes genus. In the first assay,
two types of formulates based on the same bacteria mixture were evaluated: clay and liquid,
both being compared with two commercial products of chemical (Rugby) and biological
(Bafex-N) origin. In the second assay, three bacterial concentrations were evaluated for both
formulation types. Results showed that clay rhizobacteria formulate, significantly decreased
phytoparasitic nematodes population, compared to the absolute control (p < 0,05), reaching
similar effects to commercial treatments. The three bacterial concentrations evaluated had
significant differences in plant-parasitic nematodes control respect to untreated control. As
to the effect of treatments on grapevines, there were significant differences on root damage,
without showing an impact on plants weight. The rhizobacteria formulates could be an
interesting alternative for plant-parasitic nematodes control.



INTRODUCCION

El uso sostenido de agroquimicos en la agricultura durante un periodo prolongado de tiempo,
ha generado impactos medioambientales severos como la contaminacion de napas freéaticas,
aumento de gases de efecto invernadero, acumulacion de sustancias toxicas en la cadena
trofica, entre otros. Ademas, eleva significativamente los costos de manejo de agricultores
(Camelo et al., 2011; Guzman et al, 2012.). Es por esta razon, que han surgido numerosas
alternativas, para disminuir su uso, como por ejemplo, la utilizacion de controladores
biolégicos, que segun Albornoz et al. (2011), son un factor fundamental en el manejo
integrado de plagas. Estos controladores, pueden ya estar en el suelo y si se logra promover
su reproduccién, mejoran las condiciones para la supresion de parasitos, patégenos agricolas.
También pueden ser adicionados en forma exogena al sistema. Para ello, los agentes
biocontroladores deben cumplir con ciertas condiciones para que su utilizacion sea viable y
efectiva, tales como no ser patdgenos de plantas, hombres y/o animales, tener capacidad de
suprimir o reducir eficientemente las poblaciones de plagas por debajo del nivel critico,
acondicionarse a diferentes tipos de suelo, poseer habilidad competitiva, alto potencial de
reproduccion, capacidad de sobrevivir condiciones desfavorables, dispersion efectiva en el
suelo, fécil aplicacién, resistencia al uso de agroquimicos, entre otras. Lo anterior,
condicionara el éxito o fracaso de estos organismos benéficos (Castro-Sowinski et al 2007;
Piedra, 2008).

Uno de los principales tipos de organismos estudiados, como agentes biocontroladores, son
las bacterias promotoras de crecimiento vegetal, conocidas por su sigla en inglés PGPR, las
cuales tienen la capacidad de provocar un cambio en la ecologia microbiana de la rizésfera
(Kent et al. 2002; Kokalis-Burelle et al. 2002; Tian et al. 2007.) y afectar positivamente a
los cultivos, a través de la fijacion de nitrégeno al suelo, o afectando el metabolismo y
crecimiento vegetal mediante el fomento de sintesis de hormonas, generando una mayor masa
de raices y en consecuencia, mayor disponibilidad de agua y nutrientes, ademas un aumento
del hierro (Fe) asimilable para las plantas. Se ha planteado también una teoria aditiva, que
proyecta una intervencion interactiva de éstos y otros factores, que afectarian a las plantas
mejorando las condiciones para su crecimiento y desarrollo (de-Bashan et al. 2008; Camelo
et al. 2011; Kloepper et al. 1992; Hernandez et al. 2006). Por otra parte, se han detectado
diferentes dindmicas de competencia de las bacterias con las plagas y enfermedades del suelo;
en primera instancia, existe una competencia directa tanto por nutrientes como por espacio
en la rizésferay a la vez, son capaces de producir antibioticos que atacan a los fitopatogenos.
Asimismo, se han identificado una gran variedad de enzimas hidroliticas como quitinasas,
proteasas y colagenasas (Castafieda, 2014 y Curtis et al., 2011), metabolitos antifingicos y
siderdforos, siendo estos ultimos sustancias sintetizadas por las bacterias, que transforman el
Fe a formas mas solubles, con mayor afinidad para las plantas y disminuyen su disponibilidad
para patogenos (de-Bashan et al. 2007; Camelo et al. 2011; Carreon et al. 2013; Kloepper et
al. 1992; Ochoa et al. 2010; Piedra, 2008; Tian et al. 2007.).



Adicionalmente, las PGPR, generan una induccién de resistencia sistémica, que funcionaria
por un aumento de la lignificacion y/o un incremento en la actividad de ciertas enzimas, como
la peroxidasa y la superoxido dismutasa en plantas. Sin embargo, el estudio de estos
mecanismos es aun incompleto (Carreon et al. 2013; de-Bashan et al. 2008; Fuller et al.,
2008; Hernandez et al. 2006; Ochoa et al. 2010).

Los nematodos fitoparasitos son un problema en muchos cultivos de gran interés econémico
en Chile, especialmente en vid, donde el control quimico es practicamente la Unica
herramienta utilizada por los agricultores, aun con todas las desventajas ya mencionadas. Por
esto, es de gran importancia desarrollar alternativas efectivas, que a su vez sean inocuas para
el medio ambiente (Carredn et al. 2013). Se han realizado multiples estudios utilizando
bacterias para el control de neméatodos fitoparasitos, especialmente para los géneros
Meloidogyne y Xiphinema, donde se han identificado numerosas rizobacterias que poseen un
efecto supresor o antagdnico sobre la densidad de neméatodos, reduciendo significativamente
el dafo a las plantas (Castafieda, 2014; Khan et al. 2008; Kluepfel et al 1993; Ordenes, 2010).

Uno de los principales dilemas que presenta el uso de estos microorganismos benéficos, es
la gran variacion en los resultados obtenidos. Esto, debido a que la mayoria de las bacterias
tienen una alta especificidad para un tipo de cultivo o incluso para ciertas variedades, a su
vez, se ven afectadas por las condiciones climaticas, la utilizacion de productos quimicos, la
forma de aplicacidn, entre otros factores de dificil control (Castro-Sowinski et al 2007; de-
Bashan et al. 2008.). En consecuencia, es necesario realizar un gran nimero de ensayos tanto
en laboratorio como en campo, para demostrar la efectividad del producto. Asi, resulta de
vital importancia contar con una formulacion adecuada, ya que de esto dependera tanto la
dispersion y posterior llegada a los paréasitos y patdégenos, como la forma de aplicacion,
duracién en almacenaje y su peligrosidad al ambiente y a las personas, considerando que las
formulaciones liquidas son mas riesgosas que en polvos o granulos (Viguera y Delgado,
2007). Debido a lo anterior, se hace necesario realizar experimentos con diferentes tipos de
formulados para dilucidar la mejor opcién, comparando sus efectos con productos
disponibles en el mercado y de esta manera, lograr una correcta comercializacion y
masificacion de estos productos, los cuales son trascendentales para lograr disminuir el uso
de agroquimicos y cambiar definitivamente el modelo de agricultura actual. El objetivo de
este trabajo es evaluar el efecto de dos formulados en base a rizobacterias nativas en el control
de nematodos fitoparasitos y promocion de crecimiento en vid



Hipotesis

Los formulados en base a rizobacterias son eficaces para el control de nemétodos
fitoparasitos, disminuyendo su poblacién, el dafio y promoviendo el crecimiento de vides en
suelos naturalmente infestados.

Objetivo general

Evaluar el efecto de dos formulados en base a rizobacterias nativas en el control de
nematodos fitoparasitos y promocion de crecimiento en vid cv Thomson Seedless en suelos
naturalmente infestados.

Obijetivo especifico

Comparar los efectos de formulados en acarreadores liquidos y en polvo, en diferentes
concentraciones de rizobacterias sobre el control de nematodos fitoparasitos.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Se realizaron dos ensayos independientes en un invernadero y sombreadero, ubicado en la
Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, cuya localizacion geogréfica
es 33°40°de latitud sur y 70°38 de longitud oeste (Santibafiez y Uribe, 1990). Los analisis se
Ilevaron a cabo en el Laboratorio de Nematologia Agricola de la misma Facultad.

Materiales

Ensayo 1

Para el primer ensayo, se utilizaron plantas de vid del cv. Thompson Seedless, obtenidas del
vivero Pihue Ltda., ubicado en la comuna de Los Andes. Estas, fueron establecidas en
macetas de 5 litros con suelo infestado de forma natural con nematodos, extraido en un vifiedo
de la Vifia Santa Rita, ubicada en la comuna de Casablanca. Este ensayo se establecio en un
invernadero con temperatura controlada de 24°C, con adicion de luz en el periodo invernal y
estuvo compuesto por 6 tratamientos, los cuales correspondieron a dos formulados
bacterianos (liquido y arcilla), uno de bacterias sin formular, un testigo quimico (Rugby), un
testigo bioldgico (Bafex-N) y un testigo absoluto. (Cuadro 2)

Ensayo 2

Para el segundo ensayo, se utilizaron estacas de vid del cv. Cabernet Sauvignon, recolectadas
de la Vifia Santa Rita, comuna de Buin, las cuales fueron enraizadas y establecidas en vasos
plasticos de 500 cc, en el sombreadero de la Facultad. Se utilizé un suelo naturalmente
infestado, el que se extrajo de otro vifiedo de la Vifia Santa Rita, Casablanca. El ensayo
consistio de 7 tratamientos, tres correspondientes al formulado bacteriano liquido en
diferentes concentraciones y tres al formulado en arcilla, también en distintas
concentraciones, el séptimo tratamiento corresponde al testigo absoluto. (cuadro 3)

Formulaciones

Las bacterias utilizadas correspondieron a cepas aisladas en la prospeccion realizada en
Casablanca, Rancagua, Los Andes y Copiap0, desde donde se obtuvieron alrededor de 400
cepas (Aballay et al, 2011). Posteriormente, en diversos estudios se probaron y seleccionaron
las mejores cepas con efecto controlador de nematodos. (Castarieda, 2014 y Ordenes, 2010)
En los dos ensayos realizados fueron evaluadas 5 cepas (Cuadro 1), en dos formulaciones



diferentes, arcilla y liquido. Dichas bacterias fueron evaluadas de forma individual en
ensayos in vitro, los cuales segin Aballay et al. (2012) y Ordenes (2012) presentan
resultados positivos en cuanto al control de nematodos y dafio generado por éstos. Ademas,
se incluyo la misma mezcla de bacterias sin formular, en solucién isotonica con una
concentracion de 1x108ufc mL™ por cepa.

Cuadro 1. Cepas de bacterias utilizadas

Ne° Género Clave
1 Bacillus sp. FB37BR
2 Bacillus sp. FB25M
3 Bacillus sp. FS213P
4 Bacillus sp. FB833T
5 Pseudomonas sp. FP805PU

Las formulaciones de bacterias fueron proporcionadas por la empresa Biogram, mientras que
la mezcla de bacterias sin formular y los productos quimicos para los demas tratamientos
fueron obtenidos del Laboratorio de Nematologia del Departamento de Sanidad vegetal de la
Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile.

In6culo de bacterias

La totalidad de las bacterias utilizadas provienen de la coleccion del laboratorio de
Nematologia de la Universidad de Chile. Para verificar su pureza, las diferentes cepas fueron
cultivadas en TSB agar 50% (Tryptic Soy Broth Agar) por 24 a 48 horas (Insunza et al,
citado por Ordenes, 2010). Una vez verificada la pureza, se inocularon en un medio estéril
liqguido TSB 50% Yy se agitaron a 160 rpm por 16 horas a temperatura ambiente, el cual se
ajusto, con agua potable, a la concentracion de 108 ufc mL™. Este procedimiento se realiz6
para las aplicaciones de bacterias sin formular, utilizadas en el ensayo 1.



Cuadro 2. Tratamientos Ensayo 1.

Tratamiento Aplicacién
T1 Formulado liquido (cepas 1,
2,3,4,5)
T2 Formulado arcilla (cepas 1,
2,3,4,5)
T3 Sin formular (cepas 1, 2, 3,
4,5)
T4 Testigo quimico (Rugby 0,5
mL L)
T5 Testigo bioldgico (Bafex-N
05gL?
T6 Testigo absoluto

Cuadro 3. Tratamientos Ensayo 2.

Tratamiento

Aplicacion

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

Formulado arcilla (cepas 1,
2,3,4,5)10°ufc mL*
Formulado liquido (cepas 1,
2,3,4,5) 100ufc mL*
Formulado arcilla (cepas 1,
2,3,4,5)108ufc mL*
Formulado liquido (cepas 1,
2,3,4,5) 108 ufc mL*
Formulado arcilla (cepas 1,
2,3,4,5)10%ufc mL*
Formulado liquido (cepas 1,
2,3,4,5)10%ufc mL*
Testigo absoluto

Trasplante y aplicacion de tratamientos.

Previo al trasplante, en ambos ensayos, las plantas se sumergieron por 30 minutos en la
suspension de bacterias correspondientes a cada tratamiento. A cada maceta se le agregé 600
mL de la misma solucion de bacterias en las que fueron sumergidas. Al ensayo uno se le
realizd una nueva aplicacién de bacterias una vez que las plantas brotaron, para asegurar su

llegada a las raices.



Para los testigos quimico y biolégico se aplico Rugby a 0,5 mL Ly Bafex-N (Bacillus
cereus y Bacillus thuringiensis) a 0,5 g L.

Las plantas fueron regadas periddicamente con agua potable, tres veces a la semana, de

manera uniforme y se mantuvieron durante cinco meses, para luego comenzar con las
evaluaciones.

Analisis nematoldgico previo al montaje de los ensayos

Previo al montaje de los ensayos, se tomaron tres muestras de suelo por cada ensayo, las
cuales se promediaron, determinando la poblacion inicial. Con los datos de poblacion inicial
y final se pudo conseguir el Indice de Reproduccion, utilizando la siguiente férmula (Aballay
et al, 2001):

IR= (poblacidn final/poblacion inicial)

Caracterizacion fisico quimica del sustrato

Se realiz6 un analisis de fertilidad completa y de granulometria, para conocer las principales
caracteristicas del suelo utilizado en ambos ensayos.

Parametros evaluados en ambos ensayos

Durante el periodo estival se realizaron las evaluaciones de peso fresco aéreo, peso fresco de
raices, porcentaje de dafio de raices y nimero de dafios por sistema radical. También se
determiné la poblacién de neméatodos presentes por maceta, para lo cual se extrajo una
muestra de suelo de 500cc y se realizé un analisis nematolégico.

Peso de la parte aérea

Se realizd un corte en la base de la planta, dejando la raiz en la maceta y se peso la totalidad
de la parte aérea con una balanza digital

Peso de la raiz

Se extrajo la totalidad de las raices, separandolas cuidadosamente del suelo y se lavaron con



agua corriente, para luego ser pesadas con el uso de una balanza digital. Posteriormente, se
guardaron rotuladas en bolsas pléasticas, en cdmara de frio a 8°C, para evitar una posible
deshidratacion.

Evaluacién de raiz

Se evalud el porcentaje de dafio de las raices generado por Xiphinema index, asignando una
nota de 1 a 10, considerando el 1 como menor dafio y 10 como dafio total. En el caso de dafio
de Meloidogyne sp., se realiz6 un conteo de nodulos.

Poblacion de nematodos

Al mismo tiempo que se extrajo la raiz, se tom6 una muestra de suelo de cada maceta,
mezclando y guardando en bolsas plésticas debidamente etiquetadas, para luego trasladarlas
auna camara de frio a 8°C. Posteriormente, se procesaron 250cc de suelo mediante el Método
de Cobb modificado, que consiste en el Método de Tamizado de Cobb en conjunto con el
Método del Embudo de Baerman (Ravichandra, 2010). Transcurridas 48 horas en el embudo,
se recolect6 10 mL de cada muestra y fueron llevadas a la lupa estereoscopica para identificar
y contar la totalidad de los neméatodos presentes.

Disefio experimental

Para ambos ensayos se utilizd un disefio experimental completamente aleatorizado (DCA).
En el ensayo 1, la unidad experimental fue una planta de vid en maceta de 5 litros, con 6
tratamientos y 10 repeticiones, mientras que en el ensayo 2, la unidad experimental fue una
planta de vid en vaso de 500 cc., con 7 tratamientos y 8 repeticiones.

Analisis estadistico

Los indices reproductivos, pesos y evaluaciones de dafios fueron sometidos a anélisis de
varianza (ANDEVA), y de existir diferencias significativas, se utilizo la prueba de Dunnet
(p<0,05). Para proporcionar una distribucién normal, los datos porcentuales fueron
sometidos a la transformacién de Bliss (arcoseno (Vx)) y los de conteo de nematodos a raiz
cuadrada o logaritmo antes del analisis estadistico. Se utilizo el programa MINITAB
(version 17).
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RESULTADOS

Anélisis nematoldgico previo al montaje de los ensayos

En el Cuadro 4, se observa que en el ensayo 1 la poblacion de neméatodos del género
Xiphinema es predominante por sobre el resto, a excepcion de los nematodos sapréfagos, los
cuales se denominaron en este estudio como no fitoparasitos. Los denominados “otros
fitoparasitos™, corresponden a nematodos de los géneros Criconemella, Helicotylenchus,
Paratylenchus, Pratylenchus y Trichodorus.

En el ensayo 2, la poblacion de nematodos del género Xiphinema es elevada, siendo mas del
doble de la existente en el primer ensayo. Ademas, se observa que existe un niamero elevado
de nematodos del género Meloidogyne, que no fueron observados en el primer ensayo. La
poblacion de neméatodos saprofagos, por su parte, supera ampliamente a la encontrada en el
ensayo 1, casi triplicando su valor.

Cuadro 4. Medias de poblacion inicial de nematodos de ambos ensayos en los suelos
utilizados.

Geénero nematodos N° de nematodos en 250cc de suelo
Ensayo 1 Ensayo 2
Xiphinema index 166 457
Meloidogyne spp. 0 179
Otros fitoparasitos 73 63
Saprofagos 338 995

Caracterizacion fisico quimica del sustrato

En el Cuadro 5, se muestran los resultados de los andlisis realizados al suelo. Se observa que
el pH tiene valores entre 6,6 y 7, por lo que ambos son considerados como neutros.

Existe una amplia diferencia en cuanto a la conductividad eléctrica de ambos suelos, con
valores muy elevados en el suelo del ensayo 1, correspondientes a un suelo salino. Mientras,
en el ensayo 2 los valores se mantienen bajos, sin alcanzar una condicion salina.

Los porcentajes de Materia Organica (MO) y Nitrogeno (N) de ambos suelos son bajos, con
porcentajes similares. Por otra parte, ambos suelos presentan altos y niveles similares de
Fosforo (P), mientras que la concentracion de Potasio (K), si bien es elevada en ambos
ensayos, el primero es practicamente el doble del segundo.

11



Los resultados del andlisis de granulometria del suelo (datos no mostrados), indicaron que la
clase textural corresponde a franco arenosa para ambos ensayos.

Cuadro 5. Analisis quimico de suelo de fertilidad completa de los dos ensayos.

Suelo 1 Suelo 2
pH (en agua) 6,6 7,0
Conductividad eléctrica (dSm™) 6,12 0,108
MO (%) 1,86 1,99
N (mgkg?) 12 9
P (mgkg™) 16 21
K (mgkg?) 649 328

Ensayo 1:

Los resultados mostrados en el Cuadro 6, indican las medias de los indices reproductivos,
donde se observa que Xiphinema index, en los tratamientos 2, 4 y 5 disminuyeron
significativamente su indice reproductivo respecto del testigo absoluto, éstos corresponden a
las bacterias formuladas en arcilla, el testigo quimico y el bioldgico, respectivamente.

De igual manera, los tratamientos 2 y 4 fueron estadisticamente significativos para disminuir
el Indice reproductivo de los otros nemétodos fitoparasitos, observandose diferencias
significativas respecto al testigo.

La poblacion de nematodos saprofagos se mantuvo practicamente sin diferencias
significativas, siendo Unicamente el tratamiento 4, correspondiente al testigo quimico, el que
logré disminuir el pardmetro ya mencionado.

Cuadro 6. Medias de indice reproductivo de nematodos Xiphinema index, otros
fitoparasitos y sapréfagos. Ensayo 1.

indice reproductivo nematodos
Tratamiento Otros

Xiphinema index fitoparésitos Saproéfagos
1 14,53 a 12,27 a 1,15a
2 9,95 5,56 0,96 a
3 12,01 a 8,08 a 0,87 a
4 9,02 3,29 0,54
5 9,93 9,13 a 0,83 a
(Testigo) 14,81 a 14,59 a 1,17 a

Los datos corresponden a las medias de 10 repeticiones. Las medias no etiquetadas con la letra a, son
significativamente diferentes de las medias del testigo, segun test de Dunnet (p < 0,05)
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El Cuadro 7 proporciona la informacion de las medias de peso aéreo y radical, ademés de
una nota correspondiente a la evaluacion visual de raices.

Se puede apreciar que el peso aéreo de las plantas fue superior unicamente en aquellas
correspondientes al tratamiento 3, bacterias sin formular, alcanzando valores cercanos a los
40 gramos. Ninguno de los tratamientos tuvo un impacto significativo sobre el peso de raices.

Por otra parte, el tratamiento testigo absoluto obtuvo la peor calificacion al realizar la
evaluacioén visual del dafio de raices. Si bien los tratamientos 1, 2 y 3 mostraron dafios
similares, solo el ultimo es estadisticamente igual al testigo, siendo el tratamiento que genero
mas dafio aparente en las raices.

Cuadro 7. Media de peso aéreo, peso de raiz y evaluacion de la raiz. Ensayo 1.

Tratamiento Peso aéreo(q) Peso raiz(g) Nota(1-10)
1 27,57 a 22,31a 7,2
2 25,18 a 19,55 a 7,5
3 39,49 22,33 a 7,6a
4 23,63 a 23,31a 5,6
5 34,41 a 23,26 a 5,4
(testigo) 23,72 a 23,80 a 9,3a

Los datos corresponden a las medias de 10 repeticiones. Las medias no etiquetadas con la letra a, son
significativamente diferentes de las medias del testigo, segiin test de Dunnet (p < 0,05)

Ensayo 2:

El Cuadro 8, muestra las medias de los indices reproductivos de los diferentes neméatodos
encontrados en el suelo.

Los tratamientos 1y 6, correspondientes a los formulados en arcilla en baja concentracion y
liquido en alta concentracion, respectivamente, tuvieron un impacto positivo sobre la
poblacion de nematodos del género Xiphinema, disminuyendo su indice reproductivo.

Los nematodos del género Meloidogyne tuvieron una alta sensibilidad a los tratamientos,
existiendo diferencias significativas en todos los tratamientos, exceptuando el 6, que no tuvo
impacto sobre este parametro.

El indice reproductivo de los otros nematodos fitoparasitos se vio afectado por la aplicacion

de los tratamientos 1 y 5, mientras la poblacién de nematodos saprofagos se afectd
unicamente por el tratamiento 4.

Cuadro 8. Medias de indice reproductivo de nematodos Xiphinema index, Meloidogyne
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spp, otros fitoparasitos y saprofagos. Ensayo 2.

indice reproductivo nematodos

Tratamiento Otros

Xiphinema index Meloidogyne spp. fitoparasitos Saprofagos

1 0,40 0,36 0,09 2,0la

2 0,45a 0,45 0,12 a 1,09 a

3 0,48 a 0,37 0,17 a 1,39a

4 0,49 a 0,33 0,12 a 1,08

5 0,49 a 0,41 0,08 1,61a

6 0,33 0,60 a 0,18 a 1,25a
(Testigo) 0,66 a 0,73 a 0,30 a 161a

Los datos corresponden a las medias de 8 repeticiones. Las medias no etiquetadas con la letra a, son
significativamente diferentes de las medias del testigo, segun test de Dunnet (p < 0,05)

En el cuadro 9, se observan las medias de peso aéreo y radical, ademas del conteo de nddulos
producidos por neméatodos del género Meloidogyne. Aqui ningun tratamiento tuvo efecto
sobre los pesos aéreos y radicales, sin observar diferencias significativas. Mientras, los
tratamientos 3 y 5 lograron disminuir el nimero de nddulos observados en las raices,
producto de una menor infestacion de nematodos del género Meloidogyne.

Cuadro 9. Media de peso aéreo, peso de raiz y numero de nodulos. Ensayo 2.

Tratamiento Peso aéreo(qg) Peso raiz(g) N° de nédulos
1 16,66 a 17,86 a 150,38 a
2 16,99 a 18,43 a 156,75 a
3 15,06 a 17,10 a 112,25
4 17,50 a 19,31 a 167,88 a
5 16,35a 18,78 a 116,38
6 16,28 a 18,94 a 142,88 a
(testigo) 15,10 a 16,11 a 189,25 a

Los datos corresponden a las medias de 8 repeticiones. Las medias no etiquetadas con la letra a, son
significativamente diferentes de las medias del testigo, segiin test de Dunnet (p < 0,05)
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DISCUSION

Diversos estudios han demostrado la efectividad de rizobacterias para el control de
nematodos fitoparasitos (Almaghrabi et al., 2013; Burkett-Cadena et al., 2008; Castafieda,
2014; Fernandes et al., 2013; Jonathan et al., 2000; Ordenes, 2012; Podesta et al., 2013;
Radwan et al., 2012), sin embargo, ain no ha sido posible la masificacion de su uso, ya que
los factores que afectan su funcionamiento no han sido claramente identificados (Castro-
Sowinski et al. 2007; de-Bashan et al. 2008;).

La condicion de salinidad del suelo afecta de manera importante la salud de las plantas,
generando, principalmente, desbalances nutricionales y disminucion de la absorcién de agua
(Martinez et al., 2011), ademas influye directamente en la supervivencia de las bacterias. En
el primer ensayo, se observo que las bacterias sin formular no controlaron la poblacion de
nematodos respecto al testigo (cuadro 6), lo que se podria atribuir a la condicién de salinidad
de suelo y/o a los bajos niveles de materia organica presente (Siddiqui et al. 2003), ademas
de la alta presion inicial de nematodos. Se suma a esto las condiciones constantes de alta
temperatura y humedad, favoreciendo la reproduccion de los neméatodos (Aballay et al.
2009), generando poblaciones elevadas en la totalidad de los tratamientos y en consecuencia,
raices con un alto nivel de dafio. En contraste, las bacterias formuladas en arcilla tuvieron
efectos positivos sobre el control, en comparacion con el testigo absoluto, lo que sugiere que
éste formulado genero proteccion y persistencia de las cepas bacterianas. Por el contrario, el
formulado liquido de bacterias, no se diferencié del testigo absoluto, lo que se atribuye a su
baja persistencia u a otros factores de suelo y/o ambientales que no permitieron el accionar
de las bacterias (Torriente y Torres, 2010).

El formulado en arcilla se comporta de manera similar al tratamiento quimico y al biolégico

comercial, Rugby y Bafex-N respectivamente, diferenciandose estadisticamente del control
absoluto (cuadro 6), lo que indicaria que potencialmente es una formulacion que cumpliria
con un estandar de calidad para el mercado. Bach y Diaz (2008) afirman que formulados
solidos tienen una mayor estabilidad en el tiempo que los liquidos. Sin embargo, mencionan
la existencia de bacterias encapsuladas en matriz de alginato, considerando este tipo de
formulacién como un avance cientifico técnico importante para la utilizacién comercial de
este tipo de productos.

Existen modelos que plantean una disminucion de peso de las plantas al aumentar la
poblacion de nematodos fitoparasitos (Decraemer y Hunt, 2006), pero los efectos, en ambos
ensayos, en cuanto a peso aéreo y de raiz, no se destacaron, sin presentar diferencias
estadisticas, debido a que el tiempo experimental no fue suficiente para reflejar variacion, lo
gue concuerda con Siddiqui y Akhtar (2009), que tampoco obtuvieron diferencias en este
item. En el ensayo 1, s6lo se obtuvo mayor peso aéreo con las bacterias sin formular, pero a
la vez este tratamiento fue el que registro el mayor dafio radical, junto al testigo absoluto. En
cuanto al numero de nddulos, en el ensayo 2, la menor cantidad fue contabilizada en los
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tratamientos 3 y 5, ambos formulados en arcilla, confirmando mayor efectividad del
formulado solido.

Es importante destacar en los resultados obtenidos en el ensayo 1, donde s6lo el tratamiento
quimico presentd diferencias negativas en cuanto a la poblacion de neméatodos saprofagos.
Por el contrario, el tratamiento formulado en arcilla no tuvo este efecto sobre la poblacion de
nematodos saprdéfagos, con igual capacidad de control de fitoparasitos, sin dafiar a
organismos benéficos del suelo. Esto coincide con la mayoria de las investigaciones realizas
a partir de este tema, las cuales indican que los productos quimicos utilizados para el control
de nematodos fitoparasitos, disminuyen considerablemente la microfauna presente en el
suelo, eliminando la competencia natural y pueden generar resistencia en los nematodos
fitoparéasitos (Hernandez et al. 2006).

Actualmente existen pocos estudios relacionados a las concentraciones adecuadas
formulaciones bacterianas para el control de nematodos. Las concentraciones generalmente
utilizadas, son las que en éste estudio consideramos como bajas y medias (10°y 108 ufc/mL)
siendo las primeras las mas frecuentes a nivel comercial (Reyes et al. 2008; Terefe et al.
2009). En estudios in vitro las mayores concentraciones, y el aumento del tiempo de
exposicion al cultivo bacteriano, aumentaron el porcentaje de mortalidad de los nematodos
(Khan et al. 2008.).

Los resultados del estudio 2, indican que para X. index hubo control nematoldgico con el
formulado liquido en la mayor concentracion (tratamiento 6), en contraste, el formulado en
arcilla tuvo mayor efecto sobre este género en baja concentracion. Para Meloidogyne spp,
practicamente todas las concentraciones, de ambos formulados, fueron suficientes para
diferenciarse del testigo. En cuanto a otros nematodos fitoparasitos presentes, solo fue
efectivo el formulado en arcilla en baja y alta concentracién. Esto concuerda con resultados
obtenidos en estudios anteriores, los cuales ya con concentraciones de 10°ufc logran ser
efectivos para el control de nematodos (Burkett-Cadena et al., 2008; Castafieda, 2014;
Ordenes, 2012; Reyes et al. 2008; Radwan et al., 2012).

Los efectos negativos de los productos quimicos (Camelo et al., 2011.), nos indican lo
necesarias que son las herramientas biolédgicas en la produccion organica y en el futuro de la
agricultura en general, por lo que resulta imprescindible seguir investigando y generando
informacidn de éste tipo de productos, de manera de mejorarlos y masificar su utilizacion.
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CONCLUSIONES

El formulado bacteriano en arcilla fue similar, en su efecto, al producto quimico y biologico
utilizados en este trabajo y superd al uso de las rizobacterias sin formular, debido
probablemente a cierta proteccion otorgada por la formulacidn ante condiciones del medio.

Las diferencias en concentraciones de las rizobacterias en la suspension, no se reflejan en
mayores o menores grados de control, lo que puede validar el uso de las concentraciones
menores recomendadas en trabajo anteriores.

Para dilucidar el mejor formulado a utilizar es necesario realizar investigaciones adicionales,
que tengan diferentes tipos de suelo, variados cultivares y/o periodos méas prolongados de
ensayos, para posteriormente realizar pruebas de campo que comprueben la efectividad de
los formulados bacterianos
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APENDICES

indices reproductivos de neméatodos, evaluacion, peso aéreo y radicular ensayo 1

Tratamiento | Xiphinem | otros saprofago | peso raiz | nota peso
S a index fitoparasito |s aéreo
S

T1R1 14,54 1,95 1,55 17,7 7 28,2
T1R2 18,64 31,28 1,10 23,3 6 31,2
T1R3 20,50 37,53 0,77 32,2 8 36,3
T1R4 20,15 5,53 1,01 28,9 5 35,4
T1R5 18,87 7,40 0,77 13,4 6 14,2
T1R6 10,64 17,37 1,01 22,4 10 32,8
T1R7 8,57 5,37 1,00 19,7 8 25,1
T1R8 12,63 4,03 1,66 16,6 5 10,4
T1R9 12,16 4,27 1,39 30,8 8 331
T1R10 8,64 8,01 1,22 18,1 9 29
T2R1 6,65 7,32 0,90 19,8 8 27,1
T2R2 8,44 7,42 1,00 19,9 9 29,2
T2R3 15,15 4,07 1,64 16,3 8 24,2
T2R4 7,80 0,98 0,81 12,7 9 14,1
T2R5 13,17 7,69 0,92 27,4 8 31,6
T2R6 5,01 2,89 0,52 13,4 7 19,4
T2R7 12,47 1,10 1,03 17,6 6 27,6
T2R8 10,40 1,72 0,90 25,7 6 35,2
T2R9 15,10 18,33 0,96 17,5 5 24,6
T2R10 5,27 4,08 0,89 25,2 9 18,8
T3R1 14,44 7,61 0,24 28,1 9 43,8
T3R2 15,22 3,95 0,40 17,1 8 23,8
T3R3 13,48 7,36 0,27 16,4 7 28,8
T3R4 14,46 11,31 0,90 13 7 23,2
T3R5 14,51 4,52 1,26 12,8 6 20,5
T3R6 5,23 7,73 0,69 20,5 8 47,3
T3R7 14,17 18,14 1,68 26,6 9 37
T3R8 8,39 15,54 0,84 35,3 9 39,3
T3R9 8,67 2,07 1,39 23,8 7 42,6
T3R10 11,50 2,52 1,06 29,7 6 48,6
T4R1 18,83 9,15 0,60 20 4 19,7
TAR2 9,22 3,82 0,65 24,8 8 38,4




T4R3 5,88 2,07 0,67 24,2 4 39,6
T4R4 13,04 1,02 0,63 27,2 4 18,1
T4R5 6,93 1,63 0,39 16,4 4 18,2
T4R6 9,30 6,39 0,64 23,7 6 18,6
T4R7 9,80 1,72 0,52 18,1 5 14,2
T4R8 6,99 0,81 0,33 28,3 7 24,3
T4R9 3,04 1,63 0,39 14,9 5 15,7
T4R10 7,21 4,68 0,61 35,5 9 29,5
T5R1 8,61 1,55 1,17 18,4 4 29,4
T5R2 7,29 4,96 0,88 17,9 5 27,6
T5R3 10,69 14,40 0,53 35,3 6 64,7
T5R4 9,19 25,79 0,65 43,4 6 46,7
T5R5 10,95 3,54 0,66 15,4 5 21,1
T5R6 13,44 4,64 1,57 23 5 29,8
T5R7 13,80 16,35 0,97 20,3 4 39,9
T5R8 6,32 7,00 0,66 25,3 8 19,7
T5R9 577 9,03 0,48 19,6 7 38,2
T5R10 13,27 3,99 0,77 14 5 27
T6R1 10,45 5,86 0,76 24,5 10 24,9
T6R2 11,75 7,44 1,29 34,1 8 21,7
T6R3 10,21 1,94 1,01 30,1 10 24,8
T6R4 20,31 40,80 1,79 18,6 9 21,3
T6R5 9,78 31,04 0,89 25,4 9 26,3
T6R6 12,89 12,20 1,33 23,5 9 25,4
T6R7 24,13 14,77 1,20 15,1 10 19,9
T6R8 13,48 7,77 0,97 19,9 9 23,1
T6R9 15,42 14,32 1,36 32,4 9 31,3
T6R10 19,76 9,72 1,07 14,4 10 12,5
indices reproductivos de nematodos, peso aéreo, peso radicular y nimero de nédulos del
ensayo 2
tratamie | Xiphine | Meloidog | otros saprofago | peso peso n°
nto ma index | yne fitoparasi | s aereo raiz nodulos
tos
T1R1 0,43 0,35 0,09 1,82 13,7 16,9 124
T1R2 0,54 0,79 0,19 1,51 13,4 17,5 245
T1R3 0,28 0,30 0,09 2,04 19,6 20,3 163
T1R4 0,73 0,32 0,05 1,79 20,9 18,9 168
T1R5 0,28 0,30 0,05 2,61 16,7 17,3 154
T1R6 0,34 0,18 0,05 2,85 15,7 18,7 114
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T1R7 0,20 0,30 0,09 1,53 16,6 16,9 138
T1R8 0,42 0,30 0,09 1,89 16,7 16,4 97

T2R1 0,14 0,49 0,05 1,05 15,5 18,5 111
T2R2 0,61 0,79 0,00 0,77 12,5 15,4 154
T2R3 0,67 0,38 0,05 1,06 18,5 16,8 271
T2R4 0,42 0,45 0,09 1,18 16,8 14,9 109
T2R5 0,61 0,37 0,00 0,89 13,5 21 187
T2R6 0,57 0,49 0,57 1,19 19,7 19,4 128
T2R7 0,14 0,59 0,09 1,05 18 23,1 152
T2R8 0,48 0,07 0,09 1,53 21,4 18,3 142
T3R1 0,41 0,30 0,09 1,13 15,5 19,3 57

T3R2 0,69 0,67 0,14 1,37 16,5 19,8 128
T3R3 0,68 0,37 0,09 1,19 16,1 16,8 126
T3R4 0,60 0,20 0,19 1,41 14,5 15,6 109
T3R5 0,20 0,37 0,05 2,26 13,6 13,8 91

T3R6 0,47 0,60 0,52 1,34 15,8 17,4 159
T3R7 0,27 0,18 0,14 1,08 13,6 16,3 106
T3R8 0,50 0,25 0,09 1,34 14,9 17,8 122
T4R1 0,56 0,23 0,52 1,27 21 24,6 209
T4R2 0,82 0,22 0,09 1,10 16,7 19,7 225
T4R3 0,62 0,45 0,09 1,26 16,5 22,9 209
T4R4 0,35 0,38 0,05 1,07 14 16,9 132
T4R5 0,33 0,12 0,00 0,49 19,7 18,8 165
T4RG6 0,28 0,77 0,05 1,43 18,3 15,6 144
T4R7 0,69 0,30 0,09 0,84 17,2 18,2 136
T4RS8 0,31 0,15 0,05 1,21 16,6 17,8 123
T5R1 0,31 0,55 0,19 1,59 17,2 23,7 157
T5R2 0,64 0,18 0,09 2,28 14,9 18,8 89

T5R3 0,65 0,55 0,14 1,45 17,2 16,6 85

TS5R4 0,40 0,37 0,00 1,67 20,4 19,9 125
TS5R5 0,33 0,57 0,09 1,65 19,5 20,2 122
T5R6 0,80 0,50 0,05 1,08 14,7 15 97

TOR7 0,37 0,37 0,05 1,86 13,2 14,2 95

T5R8 0,41 0,18 0,05 1,28 13,7 21,8 161
T6R1 0,26 0,59 0,52 1,48 16,4 18,6 112
T6R2 0,14 0,42 0,09 1,41 19,6 18,4 148
T6R3 0,31 1,12 0,09 1,48 17,2 18,6 123
T6R4 0,38 0,47 0,24 0,97 13 20,4 173
T6R5 0,27 0,69 0,14 1,04 18,6 20,9 182
T6R6 0,48 0,72 0,05 1,24 15,1 21,1 147
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T6R7 0,41 0,22 0,09 0,89 17,2 18 151
T6R8 0,14 0,59 0,19 1,53 13,1 15,5 107
T7/R1 0,62 0,72 0,14 0,92 13,9 14,7 157
T7R2 0,62 0,80 0,24 2,13 16,1 11,5 123
T7R3 0,79 1,04 0,09 1,16 13,6 14,8 196
T7R4 0,47 0,47 0,62 2,59 14,9 18,5 185
T/R5 0,79 1,05 0,14 0,92 19,8 24,9 344
T7R6 0,45 0,67 0,76 1,93 14,4 13,1 134
T7R7 0,66 0,42 0,33 1,76 13,7 15,1 163
T7/R8 0,87 0,69 0,09 1,46 14,4 16,3 212
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