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RESUMEN

La papa es uno de los cultivos de mayor importancia, el cuarto en superficie entre los
cultivos anuales en Chile. Entre las plagas de mayor agresividad se encuentra
Globodera rostochiensis, presente en muchas zonas productoras, el cual se controla
principalmente con nematicidas quimicos. No hay antecedentes de bioantagonistas
eficaces para su control, por lo que se evalud la utilizacion de algunas cepas de
rizobacterias aisladas desde suelos cultivados con vides sobre su control. Para ello las
cepas Brevibacterium frigoritolerans 37, Bacillus weihenstephanensis 25, Oerskovia
turbata 55 y Pseudomonas alkylphenolia 1301 fueron evaluadas para el control del
nematodo y disminuir su dafio en papa. Se realizaron dos ensayos, el primero con mayor

infestacion (promedio de 190 quistes en 250 cm_3de suelo) maés las rizobacterias y el

segundo con menor infestacion de nematodos (55 quistes en 250 cm de suelo) también
con rizobacterias méas una aplicacion de nematicida. En ambos se evaluo peso fresco de
la parte aérea, de la raiz, peso y numero de tubérculos, nimero de quistes/g de raiz y

. : 3
numero de quistes en 250 cm ™~ de suelo.

La cepa 55 fue la mas efectiva (P<0,05) en el control de poblaciones del nematodo,
destacandose principalmente en el segundo ensayo. Con las cepas 37 y 55, se observa
efecto promotor del crecimiento al aumentar significativamente los pesos de raiz y
tubérculos en el primer ensayo y también la cepa 1301 en el segundo ensayo. Las cepas
de rizobacterias evaluadas pueden ser utilizadas como alternativa de control biologico
de Globodera rostochiensis en papa.

Palabras clave: Globodera rostochiensis, rizobacterias, papa.



ABSTRACT

Potato is one of the most important crops, the fourth largest cultivated area among the
annual crops in Chile. Globodera rostochiensis is one of the most aggressive
agricultural pests, present in many producing areas, and primarily controlled with
chemical nematicides. There is no history of effective control against this pest using
bioantagonists. In this work the use of rhizobacteria strains isolated from grapevine
roots growing in suppressive soils was evaluated as a method of nematode control four
isolates: Brevibacterium frigoritolerans 37, Bacillus weihenstephanensis 25, Oerskovia
turbata 55 and Pseudomonas alkylphenolia 1301 were tested to verify their
effectiveness against Globodera rostochiensis nematode. Two essays were performed,
using bacterized potato plants growing in naturally nematode infested soils with

different level of infestation 190 cysts and 55 cysts in 250 cm3 of soil, respectively.
Control treatments without bacterization were established in both assays, and second
one was also accompanied by a chemical nematicide control treatment.

The aerial part, the weight and number of tubers, the number of cysts per gram of root

and the number of cysts in 250 cm3 of soil were measured in both essays

Strain 55 was the most effective (P<0,05) in the control of nematode populations,
standing out mainly in the second assay. Plant growth promoting effect of strains 37 and
55 was observed, measured by a significant increase in the weights of roots and tubers
in the first assay and the same effect was observed for strain 1301 in the second assay.
The evaluated rhizobacteria strains can be the subject of future research in biological
control, being an alternative to the chemical control on Globodera rostochiensis
nematode in potato crops.

Keywords: Globodera rostochiensis, rhizobacteria, potato.



INTRODUCCION

La papa es una especie muy importante en cuanto a alimentacion a nivel mundial al ser
uno de los cuatro cultivos de mayor importancia junto al maiz, trigo y arroz (Eguillor,
2010). En Chile, la mayor superficie sembrada se concentra en la Region de La
Araucania seguida por la del Biobio y la Regién de Los Lagos, siendo la produccién
nacional total de 960.500 toneladas (Pefaur, 2015).

La principal zona productora de papa del pais posee un clima templado lluvioso, por lo
tanto, una de las principales enfermedades que afectan al cultivo es Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary, conocido como tizén tardio de la papa (Méndez e Inostroza,
2009) y también Rhizoctonia solani J.G. Kihn, 1858, el cual provoca dafio
principalmente en estolones y tubérculos, los cuales son méas susceptibles al ataque del
hongo al encontrarse bajo la superficie del suelo (Ritchie et al., 2006).

Respecto a las principales plagas asociadas al cultivo de papa en la zona sur del pais se
encuentran los gusanos cortadores, siendo los m&s comunes Agrotis spp., Peridroma
spp., Copitarsia sp.y los llamados gusanos alambres, Conoderus rufangulus (Fairmaire,
1849) (Wireworm), Grammophorus niger (Solier) y Medonia deromecoides Schwz., los
cuales en primavera se encuentran en el suelo y se alimentan de los tubérculos semilla,
afectando su valor comercial (Méndez e Inostroza, 2009).

En el caso de los nematodos parasitos de plantas, éstos afectan a una gran variedad de
cultivos en todo el mundo, provocando grandes pérdidas econdmicas cada afio (Jung,
1998). En el cultivo de papas, la especie de mayor importancia a nivel mundial
corresponde a Globodera rostochiensis, nematodo de habito endoparasito sedentario, los
cuales transforman las células de la raiz en una estructura de alimentacion especializada,
correspondiente a un sincitio (Fuller et al., 2008). Esta especie posee una estructura de
resistencia denominada quiste que protege los huevos, es muy especifica para el cultivo
de papa y provoca considerables pérdidas de rendimiento. Se disemina principalmente
por tubérculos infestados y quistes adheridos a particulas de suelo, dificultando su
manejo (Franco, 1994).

En Chile, G. rostochiensis se encontraba principalmente en las regiones 1V y V, debido
a que la siembra de papa en aquellas zonas se realizaba incluso dos veces en el afio, lo
cual cred las condiciones adecuadas para que las poblaciones del nematodo aumentaran
considerablemente y se observaran pérdidas de rendimiento (Greco y Moreno, 1992).
No obstante, en el afio 2012, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) informé de nuevos
focos de esta plaga cuarentenaria en la Region de los Lagos y luego, en 2013, se
informo de su presencia también en la Region de Los Rios, colocando en riesgo la zona
productora de semilla de papa (SAG, 2013).

Algunas de las medidas utilizadas tradicionalmente para controlar a Globodera
rostochiensis son la rotacién de cultivos. Las variedades resistentes, por su lado, pueden
llegar a ser muy efectivas en disminuir las poblaciones de nematodos en el suelo, ya que
impiden que completen su ciclo pero existe el problema de que no todas las variedades
se adaptan en distintas localidades y su disponibilidad no es indefinida (Scurrah et al.,



2005). En Chile, los programas de mejoramiento varian segun cada regién, siendo uno
de los principales objetivos en la zona sur, la resistencia a G. rostochiensis (Mera et al.,
2015). Algunas de las variedades de papa reportadas como resistentes a este nematodo
corresponden a Asterix-SZ, Atlantic, Cardinal, Yagana-INIA, entre otras (Santos y
Orena, 2006), aunque los antecedentes entregados previamente dejan en evidencia que
no han sido suficientemente efectivas para controlar al nematodo, especialmente en
Chile. Los nematicidas de origen quimico, son ampliamente utilizados en distintos
paises del mundo y su control es efectivo si la poblacion de neméatodos en el suelo no es
muy alta, de lo contrario, su eficacia no se manifiesta en el cultivo. Ademas desde hace
algunos afios los agricultores han empezado a preocuparse por los problemas de
residuos y medioambientales que puedan surgir por uso de estos quimicos por lo que se
ha hecho necesario buscar nuevas alternativas de control (Scurrah et al., 2005).

El control biolégico nace como una de las nuevas alternativas para disminuir el uso de
pesticidas, siendo amigables con el medio ambiente y con la salud humana (Herrera-
Estrella y Chet, 1999). Alguno de los organismos estudiados como agente de control
biol6gico sobre nematodos quistes corresponde a Purpureocillium lilacinus (Thom)
Luangsa-ard, Hou-braken, Hywel-Jones & Samson (2011), el cual parasita
principalmente huevos (Khan et al., 2006) y Trichoderma harzinum Rifai, (1969)
(Saifullah y Khan, 2014), ambos en condiciones de laboratorio.

Una de las herramientas de amplio estudio de los ultimos afios es el uso de rizobacterias,
bacterias asociadas a la rizésfera, donde crean una relacion de simbiosis con las raices
de la planta. Algunas rizobacterias estan asociadas al crecimiento de las plantas, por lo
que son denominadas como Plant Growth Promoting Rhizobacteria, éstas pueden
encontrarse al interior de la raiz o sobre ésta como organismos endofitos (Beneduzi et
al., 2012; Parray et al., 2016; Sharma et al., 2016). Zaidi et al. (2015), indican que es
importante que las cepas de PGPR sean competitivas en el suelo donde se establecen
para poder colonizar adecuadamente las raices de las plantas.

Las PGPR poseen diversos mecanismos de accién a través de los cuales pueden
disminuir considerablemente el dafio provocado por nematodos en las plantas, dentro de
los cuales se puede mencionar como mecanismos directos la produccion de
fitohormonas y sideréforos, fijacién de nitrégeno, solubilizacion de minerales vy, los
mecanismos indirectos, que corresponden a la induccion de resistencia sistémica en la
planta, produccién de antibidticos, competencia por nutrientes, entre otros (Hernandez
et al., 2006), con lo cual, pueden afectar la movilidad de los neméatodos y la eclosion de
huevos (Kerry, 2000).

Ensayos realizados en papas en California e Idaho, sin presencia de nemaétodos,
indicaron que hubo un incremento significativo del rendimiento, de 14 a 33% del cultivo
al tratar los tubérculos semilla con Pseudomonas fluorescens (Fliigge, 1886) Migula,
1895 y P. putida (Trevisan, 1889) Migula, 1895 (Antoun y Prevost, 2006). Ahemad y
Kibret (2014), explican que la induccion de resistencia sistémica adquirida (ISR)
implica sefializacion por parte de &cido jasmonico y etileno, los cuales activan
respuestas de defensa contra fitopatdgenos por parte de la planta. Muchas bacterias
liberan compuestos, como lipopolisacaridos, los cuales inducen ISR en las plantas; en
estudios se probd que lipopolisacaridos de Rhizobium etli G12 inducen ISR cuando las
raices de papa son dafiadas por el nematodo Globodera pallida (Antoun y Prevost,
2006). En Chile, se han realizado estudios para probar el efecto que hay de las



rizobacterias sobre algunas especies de nematodos, comprobando su éxito (Aballay et
al., 2011; Aballay et al., 2012; Aballay et al., 2013; Castafieda, 2014), por lo tanto
debido a los antecedentes dados de Globodera rostochiensis, se realizard un
experimento con el fin de encontrar una nueva herramienta de control para el manejo de
este nematodo en el cultivo de papa.

HIPOTESIS

Existen aislados de rizobacterias nativas que son capaces de controlar poblaciones de
Globodera rostochiensis en cultivos de papas (Solanum tuberosum L.).

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinacion de la capacidad bioantagonista de Brevibacterium frigoritolerans,

Bacillus weihenstephanensis, Pseudomonas alkyphenolia y Oerskovia turbata sobre el
neméatodo dorado de la papa, Globodera rostochiensis, e incidencias en los dafios en el
cultivo de papa.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de algunas rizobacterias nativas sobre crecimiento de la
planta.

2. Determinar el efecto de algunas rizobacterias nativas sobre la densidad
poblacional del nemétodo Globodera rostochiensis.

3. Determinar el efecto de algunas rizobacterias nativas, en conjunto con
nematicidas quimicos, sobre el control de Globodera rostochiensis.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se realizo en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile, ubicado en la Comuna de La Pintana, Santiago, Chile

Para el desarrollo de la investigacion, se realizaron dos ensayos en macetas y
suelo naturalmente infestado.

Ensayo 1: Incidencia de rizobacterias sobre densidad poblacional de Globodera
rostochiensis en papa, en suelo con mayor infestacién

Para este ensayo se utilizaron tubérculos semilla de papa, Solanum tuberosum L.,
variedad Desiree, las cuales se sembraron en macetas de 5L con suelo naturalmente
infestado con Globodera rostochiensis, obtenido desde un predio de la comuna de
Curacavi. Se realizd un andlisis nematoldgico previo, el cual determiné que la poblacion
inicial era, en promedio, de 190 quistes viables 250 cm 3. Los tubérculos fueron
inoculados, con cuatro cepas distintas de bacterias, antes de la siembra, constituyendo
cinco tratamientos junto al testigo, sin bacterias (Cuadro 1).

Ensayo 2: Incidencia de rizobacterias sobre densidad poblacional de Globodera
rostochiensis en papa, en condiciones de menor infestacion en combinacién con una
aplicaciéon de nematicida

El segundo ensayo se realizd de la misma manera que el primero, en un suelo con una

carga de 55 quistes viables 250 cm . Una vez establecidas las plantas, después de un
mes y medio, se realizé una aplicacidn, a 0 centimetros de profundidad, del nematicida,

Cadusafos, formulado como Rugby 10G, en una dosis de 2 g maceta ~. Los tratamientos
corresponden a las mismas cuatro cepas utilizadas en el ensayo anterior en conjunto con
el tratamiento testigo, este Ultimo sin bacterias.

Para ambos ensayos se determin0, mediante un andlisis nematoldgico de suelo, que la

poblacién inicial de larvas de G. rostochiensis era de 5 larvas 250 cm = de suelo.
También se determind que el promedio de huevos por quiste era de 195.

Preparacion del inéculo bacteriano

Las bacterias utilizadas (cuadro 1), previamente aisladas y conservadas a -20°C en



glicerol, se descongelaron y cultivaron en un medio de Tryptic Soy Broth Agar (TSBA)
al 100% por 24 horas a 25°C. Una vez verificada su pureza, las bacterias se
multiplicaron en una solucion de TSB estéril y fueron incubadas por 24 horas en una
agitadora a 180 rpm, obteniendo un medio liquido.

Luego de descartar el sobrenadante al medio liquido, éste fue re-suspendido en 100 mL
de una solucion isotonica de MgSOy4 en una centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos para
obtener un pellet bacterial. 6

Este dltimo se diluyé para obtener una concentracion final de 1x10° Unidades

Formadoras de Colonias (UFC) mL'l.

Cuadro 1. Cepas de bacterias utilizadas en ambos ensayos.

Tratamiento Cepa Especie
1 37 Brevibacterium frigoritolerans
2 25 Bacillus weihenstephanensis
3 55 Oerskovia turbata
4 1301 Pseudomonas alkyphenolia
5 Testigo (sin
bacterias)

Sustrato utilizado para los ensayos

En el cuadro 2 se muestran las caracteristicas fisico-quimicas del suelo utilizado para
ambos ensayos. Las variables se encuentran en rangos normales, excepto el fosforo, el
cual se encuentra en niveles mas altos.

Los métodos utilizados para determinar los valores y caracteristicas del suelo son los
siguientes:

a) Para el pH se utilizo la relacion 1:2,5 en agua.

b) La conductividad eléctrica se midio a traves de extracto saturado.

c) Para determinar la materia organica se utilizé el Método de Walkley y Black.
d) El valor del Nitrogeno disponible se obtuvo a través del método Bremner.

e) El método Olsen fue el utilizado para medir el Fésforo disponible.

f) Para medir el nivel de Potasio disponible se us6 AcCNH4.

g) Ladeterminaciéon de la textura se hizo a través del método Bouyoucos.



Cuadro 2.Andlisis fisico-quimico del suelo utilizado en ambos ensayos.

Variable Valor Interpretacion
Fertilidad
pH 7,7 Lig. alcalino
Conductividad eléctrica (dS/m) 0,45 Sin problema
Materia organica (%) 2,2 Medio
Nitrogeno disponible (%)
(mg/kg) 49 Adecuado
Fosforo disponible (%) (mg/kg) 60 Alto
Potasio disponible (%) (mg/kg) 155 Adecuado
Textura
Arena (%) 59
Limo (%) 20
Acrcilla (%) 21

Franco arcillo

Clase textural arenosa

Inoculacion de tubérculos y establecimiento

El montaje de los ensayos se realizd el 27 de febrero de 2015. Antes de sembrar los
tubérculos de papa en las macetas, éstos se sumergieron en la suspension de bacterias
segun el tratamiento que corresponda durante 15 minutos. Luego, cada maceta fue
regada con 200 mL de la misma suspension de bacterias (Figura 1).

Durante los cinco meses que se mantuvieron las plantas, éstas fueron regadas de 3 a 4
veces a la semana durante el periodo estival, lo cual se fue modificando durante el otofio
segun las necesidades hidricas del cultivo, pero siempre uniforme para todas las
macetas.

(©)

Figura 1. Inoculacién de tubérculos con bacterias y siembra. (a) Tubérculos semilla
sumergidos durante 15 minutos en la suspension de bacterias. (b) Siembra de tubérculos
en macetas. (c) Riego con 200 mL de suspension de bacterias luego de sembrar.



Después de cuatro meses del establecimiento de las plantas, ambos ensayos sufrieron el
ataque del hongo Pythium sp., por lo que las plantas enfermas se podaron a ras de suelo,
con el fin de que brotaran nuevamente. Se peso el material vegetativo podado de cada
maceta para poder sumar estos datos a los obtenidos en la evaluacion final (Figura 2).

Figura 2. Ensayos 1y 2 establecidos bajo sombreadero. (a) Plantas de papa, sanas, de 3
meses de crecimiento aproximadamente. (b) Plantas atacadas por el hongo Pythium sp.
(c) Ensayos 1y 2, luego de realizar una poda a ras de suelo.

Evaluaciones

Cinco meses después del montaje de ambos ensayos se procedio a evaluar peso aéreo de

las plantas, peso de la raiz, peso y numero de tubérculos, nimero de quistes g = de raiz,
poblacion de quistes en el suelo y, finalmente, la poblacién de larvas de G. rostochiensis
en el suelo.

El método de extraccion utilizado para las formas moviles corresponde al de Christie y

Perry (1952), en el cual se deja una muestra de suelo de 250 cm™ remojando en agua y
luego se pasa por tamices de medidas 850 um, 250 pum, 75 um y 38 pum, en el mismo
orden. Luego, la muestra obtenida se filtra a través del embudo Baermann y después de
48 horas se extrae una muestra de 10 mL.

Para la extraccion de quistes se utilizo el método Fenwick, como sefiala Hooper et al.

(2005). Se deja secar una muestra de 250 cm3 de suelo y luego ésta se pasa por un
embudo en el cual los quistes flotan y caen en un tamiz de 0,124 mm. Posteriormente la
muestra se pasa a un vaso precipitado con papel filtro en sus paredes, adhiriéndose los
quistes a éste. Luego pueden ser observados bajo lupa.

a) Peso aéreo: Para determinar el peso aéreo de las plantas, cada maceta se podo a
ras del suelo y el material vegetativo se pesé en una balanza digital.



b)

f)

10

Peso raiz: Después de obtener el peso de la parte aérea, se separd
cuidadosamente la raiz del suelo de cada maceta, se sumergié unos segundos en
agua de la llave para retirar el suelo adherido a ella, se dejé secar y se pesé en
una balanza digital.

Peso y nimero de tubérculos: Los tubérculos fueron separados de la raiz y el
suelo. Se contaron los tubérculos de cada maceta y luego fueron pesados en una
balanza digital.

N° de quistes g = de raiz: De cada raiz, se separ6 1g homogéneo y se conté la
poblacion de quistes existente.

Extraccion de suelo; Luego de haber extraido la raiz del suelo, se tomaron

muestras de 500 cm~ de cada maceta en bolsas rotuladas para poder realizar un
andlisis nematoldgico para formas mdviles y para quistes, las cuales fueron
guardadas en una camara de frio.

Poblacién de larvas: Se tomé una muestra de 250 cm® de cada bolsa rotulada y
se determind el numero de larvas en ese volumen de suelo, tal como fue
sefialado anteriormente. Luego, fue posible obtener un indice reproductivo a
través de la siguiente formula:

Poblacion final de larvas en el suelo

Poblacion inicial de larvas en el suelo

g) Poblacién de quistes: Muestras de 250 cm® de suelo fueron lavadas a través del

método Fenwick, como se explico previamente. Una vez obtenida la poblacion
final de quistes de cada maceta se pudo obtener el indice reproductivo de la
siguiente forma:

Poblacion final de quistes viables en el suelo

~ Poblacién inicial de quistes viables en el suelo

Una vez obtenidos los indices reproductivos, se calculé el % de control que hubo sobre
poblaciones de quistes y larvas del suelo, para ambos ensayos, de este modo:

IR tratamiento
) * 100

% Control = ( 1= —0 testigo

Disefio experimental y analisis estadisticos

Para el disefio experimental se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado (DCA). La
unidad experimental en ambos ensayos corresponde a la maceta de 5 L con una planta
de papa y cada uno tenia 5 tratamientos con 10 repeticiones cada uno.

Para los analisis estadisticos se utiliz6 el programa MINITAB, version 17. Para cumplir
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con el supuesto de distribucion normal fue necesario transformar los datos, utilizando la
férmula de logaritmo (log(x+1)). Una vez cumplidos los supuestos se procedio a realizar
el analisis de varianza (ANDEVA) y en caso de haber diferencias significativas se
aplicé el test de Dunnet (p<0,05).
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RESULTADOS

Ensayo 1: Incidencia de rizobacterias sobre densidad poblacional de Globodera
rostochiensis en papa, en suelo con mayor infestacién

En el cuadro 3, se muestran los valores medios por tratamiento de los datos de

poblaciones de nematodos; quistes g ~ de raiz e IR de los quistes. Se puede apreciar que
no hubo un efecto significativo de los tratamientos en comparacién al testigo en cuanto
al nimero de quistes encontrados por gramo de raiz.

Sin embargo, se observa un aumento significativo del indice reproductivo (IR), respecto
del testigo del tratamiento correspondiente a B. frigoritolerans.

Cuadro 3. Evaluacion del efecto antagonista de distintas cepas de rizobacterias sobre
poblaciones de quistes de Globodera rostochiensis.

Tratamiento Quistes g™ de raiz IR % Control
quistes

Brevibacterium

frigoritolerans 37 159.8 4.9* 0
Bacillus
weihenstephanensis 25 194 3.2 0
Oerskovia turbata 55 185 2.5 13.8
Pseudomonas
alkyphenolia 1301 144 3.3 0
Testigo 115 2.9 -

Los valores de cada tratamiento corresponden al promedio de diez repeticiones. Aquellos valores
etiquetados con asterisco (*), son significativamente diferentes de la media del testigo, por cada momento
de evaluacion, segin test de Dunnet(P < 0,05).

El cuadro 4, muestra que ninguno de los tratamientos tuvo resultados significativamente
diferentes, respecto al tratamiento testigo, en controlar poblaciones de larvas.
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Cuadro 4.Evaluacion del efecto antagonista de distintas cepas de rizobacterias sobre
poblaciones de larvas de Globodera rostochiensis.

Tratamiento IR larvas % Control

Brevibacterium

frigoritolerans 37 10.34 24.3
Bacillus weihenstephanensis
25 3.86 71.7
Oerskovia turbata 55 17.14 0
Pseudomonas alkyphenolia
1301 8.54 37.5
Testigo 13.66 -

Los valores de cada tratamiento corresponden al promedio de diez repeticiones. Aquellos valores
etiquetados con asterisco (*), son significativamente diferentes de la media del testigo, por cada momento
de evaluacion, segun test de Dunnet (P < 0,05).

En el cuadro 5, se puede apreciar que los tratamientos no fueron diferentes al testigo
sobre el peso aéreo de las plantas. Pero si se observan resultados positivos del
tratamiento correspondiente a O. turbata, en los cuales se observa un peso mayor de raiz
en comparacion al testigo.

A pesar de que B. frigoritolerans, fue la que presentd6 mayor indice reproductivo, los
resultados arrojaron que esta cepa tuvo mayor peso de tubérculos, muy diferente al
testigo.

Respecto al nimero de tubérculos, B. weihenstephanensis tuvo mayor impacto en
comparacion al tratamiento testigo.
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Cuadro 5. Evaluacion del efecto antagonista de distintas cepas de rizobacterias sobre
poblaciones de quistes de Globodera rostochiensis, mediante parametros de plantas.

. Peso aéreo Peso raiz  Peso tubérculos N° de
Tratamiento ,
plantas (g) (9) (9) tubérculos
Brevibacterium 328 3.7 48.7* 45
frigoritolerans 37
Bacillus
weihenstephanensis 31.3 3.1 447 6.4*
25
Oerskovgz; turbata 98.6 5 1% 424 40
Pseudomonas
alkyphenolia 1301 27.2 3.1 42.3 4.6
Testigo 23.8 3.1 37.2 3.6

Los valores de cada tratamiento corresponden al promedio de diez repeticiones. Aquellos valores
etiquetados con asterisco (*), son significativamente diferentes de la media del testigo, por cada momento
de evaluacion, segun test de Dunnet (P < 0,05).

Ensayo 2: Incidencia de rizobacterias en combinacién con nematicidas sobre la
densidad poblacional de Globodera rostochiensis en papa, en condiciones de menor
infestacion de suelo

En el cuadro 6, se observa que no hubo diferencias significativas de los tratamientos en
comparacion al testigo en el nimero de quistes por gramo de raiz.

Respecto al indice reproductivo, se logra apreciar que O. turbata muestra resultados
positivos en contraste al testigo.
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Cuadro 6. Evaluacion del efecto antagonista de distintas cepas de rizobacterias sobre
poblaciones de quistes de Globodera rostochiensis.

Quistes g™ de

Tratamiento IR % Control

raiz
Brevibacterium frigoritolerans 37 195.1 4.9 0
Bacillus weihenstephanensis 25 186.8 3.4 29.2
Oerskovia turbata 55 117 1.4* 70.8
Pseudomonas alkyphenolia 1301 94.3 1.7 64.6
Testigo 112.6 4.8 -

Los valores de cada tratamiento corresponden al promedio de diez repeticiones. Aquellos valores
etiquetados con asterisco (*), son significativamente diferentes de la media del testigo, por cada momento
de evaluacion, segun test de Dunnet (P < 0,05).

En el cuadro 7, se puede apreciar que ninguna de las cepas bacterianas obtuvo
resultados significativamente diferentes, respecto al testigo, en la presencia de larvas en
el suelo.

Cuadro 7. Evaluacién del efecto antagonista de distintas cepas de rizobacterias sobre
poblaciones de larvas de Globodera rostochiensis.

Tratamiento IR larvas % Control

Brevibacterium frigoritolerans

37 2.0 13.1
Bacillus
weihenstephanensis 25 4.6 0
Oerskovia turbata 55 8.0 0
Pseudomonas alkyphenolia
1301 5.6 0
Testigo 2.3 -

Los valores de cada tratamiento corresponden al promedio de diez repeticiones. Aquellos valores
etiquetados con asterisco (*), son significativamente diferentes de la media del testigo, por cada momento
de evaluacion, segun test de Dunnet (P < 0,05).

En el cuadro 8, se presentan los datos de evaluacion de plantas. De acuerdo a estos
datos, no hubo efecto significativo de los tratamientos, ni sobre el peso de las plantas ni
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en el numero de tubérculos. Sin embargo, se observa que los tratamientos
correspondientes a B. frigoritolerans, O. turbata y P. alkyphenolia tuvieron efectos
positivos, en comparacion al testigo, al presentar mayor peso de la raiz y también mayor
peso de los tubérculos.

Cuadro 8. Evaluacion del efecto antagonista de distintas cepas de rizobacterias sobre
poblaciones de quistes de Globodera rostochiensis, mediante pardmetros de plantas.

T . Peso aéreo Peso raiz  Peso tubérculos N° de
ratamiento .
plantas (g) (9) (9) tubérculos
Brevibacterium
frigoritolerans 37 39.7 4.4* 47.9* 4.8
Bacillus
Welhenstgghanensw 397 41 415 492
Oerskovia turbata
55 39.7 6.4* 47.5* 54
Pseudomonas * *
alkyphenolia 1301 312 4.9 50:5 >4
Testigo 30.9 2.6 35.5 5.8

Los valores de cada tratamiento corresponden al promedio de diez repeticiones. Aquellos valores
etiquetados con asterisco (*), son significativamente diferentes de la media del testigo, por cada momento
de evaluacion, segun test de Dunnet (P < 0,05).
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DISCUSION

Diferentes estudios han revelado la importancia de las rizobacterias como
biocontroladoras de nematodos, asi como también los mecanismos que utilizan en la
supresion de éstos y como promotoras del crecimiento de las plantas (Kerry, 2000; Oka,
2010; Sarabia et al., 2010; Siddiqui, 2006). Varios autores sefialan que las rizobacterias
han tenido resultados positivos en el control de neméatodos quiste; la bacteria Rhizobium
etli G12 sobre Globodera pallida (Antoun y Prevost, 2006), cepas de Bacillus spp. en el
control de Globodera tabacum solanacearum (Parkunan et al., 2009) y nematodos
quistes en remolacha azucarera a través de Pseudomonas fluorescens P523 (Ali et al.,
2002). También hay trabajos anteriores en los que se ha visto el potencial control que
pueden ejercer los géneros de rizobacterias estudiadas en esta memoria sobre otros
organismos; trabajos de Aballay et al. (2011), Aballay et al. (2012), Aballay et al.
(2013) y Castafieda (2014), en los que se estudi6 la incidencia de Brevibacterium
frigoritolerans y algunas cepas de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. sobre los
nematodos Meloidogyne ethiopica y Xiphinema index obtuvieron resultados
promisorios. No se han reportado estudios en donde se haya utilizado la bacteria
Oerskovia turbata (también denominada Cellulomonas turbata) como potencial
bioantagonista de nematodos, aunque Byrne et al. (2005), demostré que esta bacteria
fue eficiente en disminuir la severidad de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y
Xanthomonas vesicatoria, ambas bacterias responsables de la mancha bacteriana en
tomate.

Ahemad y Kibret (2014) y Antoun y Prevost (2006) sefialan que las rizobacterias poseen
dos tipos de mecanismos a través de los cuales promueven el crecimiento de las plantas.
El primero, el directo, puede incluir fijacion de nitrégeno, solubilizacion del fosforo en
el suelo, ambos elementos muy importantes para el crecimiento de las plantas y aumento
de rendimiento, produccion de sideroforos, entre otros. El segundo, el mecanismo
indirecto, ocurre a través de los agentes de control biol6gico que mantienen a la planta
protegida de las posibles plagas y enfermedades que la puedan afectar. Todo esto podria
explicar el comportamiento de las macetas tratadas con la cepa 37, Brevibacterium
frigoritolerans, ya que en ambos ensayos se observa que esta bacteria no tuvo efecto
sobre la reproduccién de Globodera rostochiensis, en cambio, si se puede decir que
hubo efecto promotor del crecimiento. En el primer ensayo hay aumento del peso de los
tubérculos y en el segundo, hay mayor peso de tubérculos y de raiz.

Oerskovia turbata, cepa 55, tuvo un comportamiento estable al ser la mas activa en
controlar las poblaciones de quistes G. rostochiensis en ambos ensayos, siendo mas
efectiva en el segundo ensayo. Ademas en este ensayo se observé efecto promotor del
crecimiento positivo, con resultados significativamente distintos al testigo, para las
cepas 55, 37 y 1301 (P. alkyphenolia), ya que en aquellas macetas con esos tratamientos
se logro evaluar mayor peso de raiz y de tubérculos. Esto pudo ocurrir, probablemente,
porque las poblaciones iniciales del neméatodo eran mas bajas, por lo que las
rizobacterias pudieron controlar de mejor manera en comparacion al primer ensayo,
durante el tiempo establecido, tal como ocurre en el control biolégico inundativo
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(Lacey et al., 2001).

Respecto al control de larvas, no se observan resultados relevantes, a diferencia de los
resultados obtenidos en el control de quistes del neméatodo dorado de la papa. Esto se
debe a que las larvas eclosan solo en presencia de hospederos, por eso la poblacion final
es muy baja y de escasa utilidad para el estudio. Esto no deja de adquirir importancia al
ser los quistes la estructura de resistencia que puede mantener a los huevos viables en su
interior durante un largo periodo de tiempo, sin presencia de hospedero (Nicol et al.,
2011; Turner y Rower, 2006).

Por otra parte, respecto al control quimico, diversos estudios han indicado la
disminucion de biodiversidad de microorganismos que provocan estos productos en el
suelo (Mahmood et al., 2016; Stirling, 2014; Van Diepeningen et al., 2006). Sin
embargo, Osborn et al. (2010), indican que el comportamiento de algunos nematicidas
granulares utilizados para el control de nematodos puede ser erratico. Entre las
principales razones se encuentra la pérdida de eficacia debido a la degradacion de éstos
en el suelo, mas aun si se ocupa el mismo producto dos o0 mas veces ya que las bacterias
que participan en este proceso son capaces de adaptarse y aumentar la tasa de
degradacion del quimico.

Haydock et al. (2006) sefiala que existe una profundidad 6ptima de aplicacion del
nematicida granular en campo, con una profundidad de siembra de 10 cm., tal como se
realizd en los ensayos de esta memoria. Los autores indican que la menor efectividad
esta dada por una aplicacion a los 0 cm de profundidad, seguida por los 35 cm 0 maés,
siendo la profundidad mas efectiva entre los 15 y 20 cm. Esto puede indicar que no
hubo un efecto éptimo del nematicida en el ensayo 2al ser aplicado a los 0 cm de
profundidad, en cada maceta de cada tratamiento. O pudo haber algun efecto sinérgico
con las bacterias, tal como describe Viaene et al. (2006) En un manejo integrado de
nematodos, muchas veces el control biolégico se ve favorecido cuando se realiza una
desinfestacion previa del suelo, ya que disminuye la poblacion de microorganismos y el
bioantagonista puede colonizar de manera mas facil las raices y ademas, disminuye la
poblacion de nematodos fitopatdgenos a un nivel en el que el agente de biocontrol puede
ser més eficaz.

Los biopesticidas han ido ocupando cada vez mayor lugar en el mercado gracias al
desarrollo y estudio que se ha realizado de éstos en la ultima década (Mnif y Ghribi,
2015). Esto deja en evidencia el importante rol que tiene el control biolégico en la
agricultura, y de este modo, ir disminuyendo el uso de quimicos que han provocado la
pérdida de macro y microflora y fauna, contaminacion y problemas ambientales (Mishra
et al., 2015). En la presente investigacion se muestra la importancia de las rizobacterias
en el control de G. rostochiensis, en donde Oerskovia turbata, presento resultados
considerables para seguir siendo evaluada en otros estudios de control bioldgico de
nematodos.
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CONCLUSION

De acuerdo a la hipdtesis y a los objetivos planteados se puede concluir lo siguiente:

Las rizobacterias evaluadas pueden ser potencialmente utilizadas para el control de
Globodera rostochiensis.

Los resultados indican que Oerskovia turbata puede ser utilizada como una importante
herramienta en el control biologico del neméatodo dorado de la papa y en el efecto
promotor del crecimiento de las plantas de papa, en suelos que posean una baja
infestacion. En este mismo suelo, Pseudomonas alkyphenolia y Brevibacterium
frigoritolerans también pueden ser importantes promoviendo el crecimiento de las
plantas.

O. turbata puede ser considerada para futuras investigaciones, dados los pocos estudios
que existen en relacion a ésta como rizobacteria promotora del crecimiento de las
plantas.
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APENDICES

Cuadro 9. Evaluaciones realizadas en el ensayo 1.

TRAT | PP | PT [ NT [PIL[PIQV|PIONV[PR| QR | PFL [PFQV|PFQNV
TIRL | 25 448 3 | 5 | 120 | 32 |23 144 33 | 400 | 40
TIR2 | 50 | 444 5 | 5 | 86 26 |55]|267| 126 | 546 | 43
TIR3 |30 |427] 10 | 5 | 122 | 42 [35|209] 5 | 536 | 47
TIR4 | 30 |553] 4 | 5 | 120 46 | 3| 75197 | 628 | 23
TIR5 | 20 | 452 | 5 | 5 | 118 | 42 [33|169] 4 | 550 | 61
TIR6 | 25 | 463 ] 2 | 5 | 146 | 40 | 3|69 | 81 | 504 | 26
TIR7 | 35498 | 4 | 5 | 148 | 34 [31]209] 7 | 645 | 29
TIRS | 40 | 543 | 4 | 5 | 94 38 [45]120] 18 | 546 | 37
TIR9 |12,6/553| 4 | 5 | 118 | 32 [62|196| 38 | 457 | 51
TIR10 | 60 | 50 | 4 | 5 | 84 26 |2,7]141] 8 | 500 | 53
T2RL | 40 | 467 ] 5 | 5 | 134 | 42 [35|326] 8 | 380 | 36
T2R2 | 25 | 542 | 6 | 5 | 120 | 44 [24|255] 33 | 680 | 28
T2R3 |269]446| 5 | 5 | 120 | 40 [43]139] 18 | 430 | 28
T2R4 | 30 |441] 8 | 5 | 136 | 56 [31]239] 17 | 503 | 51
T2R5 | 40 | 408 11 | 5 | 134 | 60 |33]102] 10 | 612 | 45
T2R6 | 35| 40 | 6 | 5 | 190 | 8 | 4 |389] 32 | 572 | 41
T2R7 | 40 | 421 4 | 5 | 104 60 | 3[156| 10 | 435 | 44
T2R8 | 25 | 51,7 | 11 | 5 | 206 | 64 |1,5|164| 7 | 354 | 39
T2R9 | 30 | 464 | 5 | 5 | 170 | 54 [23|147] 20 | 308 | 38
T2R10 |21,2] 362 3 | 5 | 158 | 60 [32] 26 | 38 | 375 | 55
T3RL | 55 | 429 | 4 | 5 | 158 | 52 [38|192| 28 | 660 | 40
T3R2 |27,3]403] 2 | 5 | 208 | 46 [72] 28 [ 425 | 381 | 39
T3R3 | 62404 3 | 5 | 160 | 72 [31]265] 48 | 284 | 53
T3R4 |159|423| 4 | 5 | 100 | 72 [82]| 46 | 66 | 380 | 53
T3R5 | 45 | 401 | 4 | 5 | 102 48 |45 78 | 130 | 362 | 54
T3R6 |33,2] 37 | 3 | 5 | 238 | 64 |6 |264| 12 | 558 | 35
T3R7 | 20 |371] 8 | 5 | 208 | 60 [62379] 64 | 492 | 45
T3R8 [23,1]491] 5 | 5| 160 50 | 5|69 | 26 | 230 | 40
T3R9 | 40 | 533 | 3 | 5 | 212 | 74 |a1| 60| 12 | 601 | 60
T3R10 | 20 | 412 | 4 | 5 | 154 | 52 [2,6]469] 46 | 381 | 56

(Continua)




Cuadro 9. (Continuacion).
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TRAT | PP | PT | NT [PIL[PIQV|PIQNV] PR [QR|PFL|PFQV|PFQNV
T4R1 [107]411] 5 | 5 | 116 | 38 |[17[38|119] 374 | 43
T4R2 | 10 196 4 | 5 [ 156 | 54 [12]28| 84| 353 | 36
T4R3 |50 | 485| 5 | 5 | 152 | 60 |47 |272] 12 | 812 | 49
T4R4 | 30 [502 ] 7 | 5 | 104 | 68 [39[289] 2 | 560 | 38
T4R5 | 30 |415] 3 | 5 | 160 | 62 [32]128] 91| 591 | 25
T4R6 | 35| 40 | 3 | 5 | 104 | 72 [35]120] 3 | 452 | 38
T4R7 | 35503 3 | 5 | 154 | 48 [28[105 37 | 400 | 21
T4R8 159|422 7 | 5 [ 150 | 56 [45]46| 39 | 412 | 52
T4R9 | 20 [497] 6 | 5 [ 164 | 80 [27]196] 5 | 417 | 26
T4R10 | 35 | 396 3 | 5 | 108 | 48 | 3 [131] 35| 537 | 39
T5R1 | 25 | 325 5 | 5 | 96 48 | 29|50 193] 541 | 32
T5R2 | 20 | 506 | 4 | 5 | 148 | 48 [22]96| 28| 430 | 44
T5R3 | 35 | 415| 3 | 5 | 162 | 60 |28 [342] 22| 436 | 32
T5R4 | 30| 37 | 4 | 5 | 162 70 [23]97] 4 | 320 | 52
TS5R5 |218| 46 | 4 | 5 | 174 | 58 | 3 |41]104| 509 | 34
T5R6 | 30 |405| 5 | 5 | 172 | 84 |23|205| 85 | 483 | 33
T5R7 | 30 | 273 3 | 5 | 160 | 56 |16]87 | 16 | 273 | 33
T5R8 |16,2] 354 | 4 | 5 | 136 | 58 |45| 79| 21 | 594 | 59
T5R9 |157] 427 2 | 5 | 156 | 46 [72]90| 79 | 329 | 30
T5R10 | 15 | 185 2 | 5 | 190 | 80 | 1,9|63 131 409 | 37

PP: Peso aéreo plantas (g), PT: Peso tubérculos (g), NT: Numero de tubérculos, PIL:
Poblacion inicial de larvas, PIQV: Poblacion inicial de quistes viables, PIQNV:
Poblacion inicial de quistes no viables, PR: Peso raiz (g), QR: Numero de quistes/g de
raiz, PFL: Poblacion final de larvas, PFQV: Poblacién final de quistes viables,
PFQNV: Poblacién final de quistes no viables.
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Cuadro 7. Evaluaciones realizadas en el ensayo 2.

TRAT | PP | PT | NT |PIL | PIQV | PIQONV | PR | QR |PFL |PFQV |PFQNV
TI1R1 | 50 |52,7| 3 5 36 18 33162 | 7 178 36
T1R2 |17,2|57,4] 6 5 66 36 741 68 | 13 | 299 27
T1R3 | 40 |50,9| 6 5 48 28 471232 | 8 147 25
T1R4 | 30 |40,1| 6 5 44 36 3 | 144 | 18 | 318 32
TIR5 | 35 |492| 7 5 50 28 36| 114 | 7 315 33
TIR6 | 45 | 50 | 3 5 42 22 5 | 127 | 28 | 251 31
TIR7 | 45 | 47 | 6 5 44 26 341|440 | 5 113 36
TIR8 | 55 |39,3| 3 5 48 22 421210 | 1 230 59
TIR9 | 60 | 48 | 6 5 36 16 511271 | 6 195 32
T1R10 | 20 |44,7| 2 5 54 38 451180 | 5 234 11
T2R1 | 50 |46,8| 4 5 50 38 6,5 | 374 | 35 | 209 30
T2R2 | 30 |40,1] 4 5 62 28 41| 48 | 128 | 214 28
T2R3 | 35 |479| 7 5 50 36 54| 118 | 38 | 227 32
T2R4 | 40 |40,8| 5 5 72 38 211204 | 6 175 21
T2R5 | 40 |42,2] 3 5 58 36 131104 | 11 93 24
T2R6 [56,8/19,2| 4 5 52 18 4,8 | 68 3 96 25
T2R7 | 40 |443] 3 5 32 24 441228 | 4 77 33
T2R8 | 10 |34,8| 3 5 34 20 35|170 | 6 177 26
T2R9 | 50 |518| 4 5 46 28 421247 | O 279 29
T2R10 | 45 [46,8] 5 5 62 58 48 305 | 1 165 52
T3R1 | 60 |51,9| 4 5 158 52 58132 | 2 332 20
T3R2 | 40 |438]| 4 5 208 46 2,6 | 258 | 20 | 206 13
T3R3 | 35 |34,7| 8 5 160 72 8 | 112 | 33 | 139 31
T3R4 | 40 |539]| 7 5 190 72 6,5| 160 | 10 | 307 32
T3R5 [21,2| 46 | 4 5 102 48 16,1] 23 | 121 | 268 22
T3R6 | 25 |56,6| 8 5 238 64 46| 140 | 19 | 234 25
T3R7 [44,1150,8| 4 5 208 60 6,3 | 77 0 260 22
T3R8 | 35 |58,5| 5 5 160 50 33| 157 | 7 274 34
T3R9 | 57 | 35 | 4 5 212 74 6 10 | 117 | 233 36
T3R10 | 40 [439] 6 5 154 52 46| 98 | 71 | 152 27

(Continuta)
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Cuadro 7. (Continuacion).

TRAT | PP | PT [ NT |PIL| PIQV | PIONV | PR | QR |PFL |PFQV |PFQNV
T4R1 | 25 |282] 6 5 116 38 44 1132 | 39 | 176 33
TAR2 [28,1|55,6] 9 5 156 54 7,8 1169| 6 247 18
T4R3 | 20 |70,3| 4 5 152 60 4 1119 12 | 209 28
TAR4 | 55 | 33 | 4 5 194 68 2,4 1133 | 2 251 25
TAR5 |44,7|56,3| 5 5 160 62 10,8 94 | 20 | 264 17
TAR6 | 94 519 7 5 194 72 6,2 1156 | 6 248 19
TAR7 | 45 |40,3| 3 5 154 48 39|41 | 29 | 335 26
T4R8 | 50 |66,8| 4 5 150 56 4 |66 | 74 | 426 21
TAR9 | 10 |452| 7 5 164 80 23|14 | 7 195 35
T4R10 | 25 |57,1| 5 5 108 48 32|15 | 8 | 182 27
TS5R1 [42,4|315| 5 5 44 34 44136 | 2 145 29
T5R2 | 35 |375] 10 | 5 20 12 16192 0 206 16
T5R3 | 30 |428] 5 5 44 34 19152 | 2 130 19
TSR4 | 30 | 63| 2 5 34 32 2,1 1162 | 12 | 106 16
T5R5 | 30 | 31 | 4 5 16 12 46 | 218 | 12 53 16
TSR6 | 30 [46,2| 5 5 42 30 2 |145| 18 | 272 25
T5R7 121,8|38,4| 6 5 16 12 3 34| 2 145 9
TSR8 | 35 [42,7| 4 5 56 36 23| 58 | 15 | 217 23
TSR9 | 35 |42 | 10 | 5 56 44 28 303| 20 | 177 29
T5R10 | 20 [36,4] 7 5 64 54 12 ] 24 | 34 | 148 33

PP: Peso aéreo plantas (g), PT: Peso tubérculos (g), NT: Numero de tubérculos, PIL:
Poblacion inicial de larvas, PIQV: Poblacion inicial de quistes viables, PIQNV:
Poblacion inicial de quistes no viables, PR: Peso raiz (g), QR: Numero de quistes/g de
raiz, PFL: Poblacion final de larvas, PFQV: Poblacién final de quistes viables,
PFQNV: Poblacién final de quistes no viables.




