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RESUMEN

Extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano en forma individual, mezclados y
combinados con microorganismos endofiticos fueron estudiados en dos etapas para el
biocontrol de Radopholis similis en vitro plantas de banano cv. “Gran enano”. En la primera
etapa se evaluo el efecto de extractos acuosos maduros y frescos de Tagetes spp y raquis de
banano de forma individual y combinada para medir su efecto en la penetracion y biocontrol
de R. similis asi como su efecto en la promocion de crecimiento. Mientras que para la segunda
etapa se determind el efecto de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano enriquecidos con
cuatro hongos y cuatro bacterias endofiticas en condiciones in vitro e in vivo para el control de
R. similis; adicionalmente se evalud el efecto individual de 6rganos de la planta de Tagetes
spp. a nivel in vitro e in vivo. En la primera etapa se determind que extractos de Tagetes spp. Yy
raquis de banano reducen la penetracion de R. similis, encontrandose catorce tratamientos que
presentan reducciones entre el 70 a 90%. Extractos frescos fueron mas efectivos que extractos
maduros. Para biocontrol, catorce tratamientos demostraron reducir las poblaciones de R.
similis, siendo estadisticamente similares al control quimico y diferentes del testigo con
nematodos. Los extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano solos y mezclados en
todos los ensayos promovieron el desarrollo y crecimiento de la planta y no se registraron

efectos toxicologicos.

En la segunda etapa se demostré en fase in vitro, que extractos de Tagetes spp. fueron

mas efectivos que extractos de raquis de banano para inmovilizar R. similis a las 8, 16 y 24
horas de evaluacion encontrandose que a las 24 horas se produjo una inmovilizacion de R.
similis de 95 y 100% que fue superior al Terbufos 10GR (44%). En condiciones de
invernadero tanto extractos de Tagetes como de raquis redujeron la poblacién de R. similis en
el sistemas radical entre 68 a 89%. Los tratamientos raquis-bacteria (20 y 25%) y Tagetes-
hongo (10 y 20%) fueron los més efectivos, con biocontroles mayores al 82%. A nivel in vitro
los extractos de Organos de Tagetes spp. redujeron la movilidad de R. similis siendo los
extractos de raices y flores los que presentaron mayor inmovilizacion a las 24 horas
alcanzando porcentajes hasta 92%. A nivel de invernadero los extractos de 6rganos de Tagetes
spp. redujeron la penetracion de R. similis entre 55 y 81%, siendo estadisticamente similar al
X



control quimico. Ademas extractos de raiz y flor fueron los que presentaron mayor promocion

de crecimiento de la planta.

Palabras clave: Radopholus similis, extractos acuosos, Tagetes spp., raquis de banano,

microorganismos endofiticos, biocontrol, promocién de crecimiento.
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SUMMARY

Aqueous extracts of Tagetes spp. and banana rachis along as well as in combinations
with endophytic microorganism were evaluated in two phases for the biocontrol activity to
Radopholus similis in tissue culture plants of the Grande Niane. In the first phase it was
evaluated the effect of fresh and fermentated aqueous extracts of Tagetes spp. and banana
rachis along and combined for their effect on the penetration and biocontrol of R. similis, as
well as the plant growth promotion. In the second phase it was evaluated the effect of extract
of Tagetes spp. and banana rachis enhanced with 4 endophytic bacteria and 4 endophytic
fungi, which were tested in vitro and in vivo for the biocontrol of R. similis. In addition, the
effect of the extract of different parts of the Tagetes spp. plant was also evaluated. In the first
phase 14 treatments of extract of Tagetes spp. and banana rachis reduced the penetration of R.
similis up to 70 and 90 %. It was detected that fresh aqueous extract were more effective than
fermentated. Regarding to biocontrol assay, 14 treatments reduced the population of R. similis
at the same level of the chemical control and statistically different than the control plants
inoculated with nematode. In all the experiments extract of Tagetes spp. and banana rachis

alone of combined increase the plant growth promotion and not toxic effect were detected.

In the second phase in vitro assay it was demonstrated that aqueous extract of Tagetes
spp. were more effective than extract of banana rachis for immobilization of R. similis at 8, 16
and 24 hours of evaluation. It was found that at 24 hour 95% to 100% of R. similis was
paralyzed by the extract and only 44% of the nematodes were affected by the chemical control
(Terbufos 10GR). In greenhouse conditions the extract of Tagetes spp. and banana rachis
reduced the population of R. similis in the root system up to 68 to 89% and the treatment of
rachis enhanced with 20 a 25% of bacteria and Tagetes spp. with fungi 10 to 20% were the
most effective reaching biocontrol activity higher than 82%. In vitro conditions extract of
organs of plant of Tagetes spp. provoque the inmovilation of R. similis and extract from roots
and flowers were more efficient than leaves and stems. It was found that at 24 hours of
exposition 92% of R. simillis was inmovilizated. In greenhouse conditions the organs extract

of Tagetes spp. reduced the penetration of R. similis between 55 to 85% and not difference

X1



with the chemical control was found. Besides the biocontrol activity extract of roots and
flower presented the higher effect on the plant growth promotion.

Keywords: Radopholus similis, agqueous extracts, Tagetes spp., banana rachis,

endophytic microorganism, biocontrol, growth promotion.

X1



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Principales géneros y especies de nematodos presentes en el cultivo del banano,

ordenadas por su grado de agreSiVIdad. .........ccoeueiieiiiieiieseee e 5

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos de extractos maduros y frescos de Tagetes spp. y

raquis de banano evaluados en 10S DIOENSAYOS ..........ccveiiiieiiiie e 25

Cuadro 3. Efecto de los extractos maduros y frescos sobre el desarrollo vegetativo de

vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”, después de seis semanas en invernadero............. 33

Cuadro 4. Efecto de los extractos maduros y frescos sobre la penetracion de R. similis en

vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”, después de tres semanas en invernadero............. 35

Cuadro 5. Efecto de los extractos maduros y frescos sobre el control de R. similis en

vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”, después de seis semanas de inoculadas............... 36

Cuadro 6. Descripcion de los tratamientos de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano

enriquecidos con microorganismos endofiticos evaluados in Vitro € in Vivo...........c..cccue..... 51

Cuadro 7. Descripcion de los tratamientos de extractos de 6rganos de Tagetes spp. evaluados

€N CONAICIONES 1N VITIO € 1N VIV ....eeeeee ettt e e e e e e 52

Cuadro 8. Efecto en el tiempo de los extractos de Tagetes spp. y raquis de banano solos y

enriquecidos con microorganismos sobre el control de R. similis en condiciones in vitro.... 60

Cuadro 9. Tabla de andlisis de varianza para el estudio de las interacciones en un arreglo

factorial incompleto para la variables numero de Nnematodos .............ccceeveveeieenecie e, 61

Cuadro 10. Efecto de los extractos de Tagetes spp. Yy raquis enriquecidos con
microorganismos endofiticos sobre el control de R. similis en vitroplantas de banano cv.

B 5 7= 0 W 27 0 V=) Lo X 63

Cuadro 11. Efecto en el tiempo de los extractos de hojas, tallo, raiz y flor de Tagetes spp.

sobre el control de R. similis €N CONAICIONES 1N VITrO ... ..uuuveeeeiieeieieeieeieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeenesenenees 66

Cuadro 12. Efecto de los extractos de hojas, tallo, raiz y flor de Tagetes spp. sobre la

penetracion de R. similis en condiciones de iNVErnadero............ccoevvevveieeneciieveeve e 68

XV



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Proceso de obtencidn de extractos acuosos licuados de Tagetes spp. y raquis. ...... 24

Figura 2. Proteccion de vitroplantas de banano con extractos maduros y frescos. ................ 26
Figura 3. Protocolo de evaluacion de vitroplantas utilizadas en el ensayo de toxicidad........ 26
Figura 4. Proceso de preparacion de los discos de zanahoria para la reproduccion de R.
] 011 TSRS 27
Figura 5. Proceso de inoculacion en los discos de zanahoria de R. similis............cccccccevenie 28

Figura 6. Proceso de extraccion de nematodos utilizados en el bioensayo de penetracion. ... 29

Figura 7. Proceso de extraccién de nematodos utilizados en el ensayo de biocontrol de R.
] 1 011U 30

Figura 8. Protocolo de preparacion de suspensiones de microorganismos. ...........ccccceeeenene 48

Figura 9. Protocolo de elaboracion de extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis enriquecidos
CON MICTOONGANISIMIOS. ....vteuveetieiteeteestesteeste et e s teeste e e e sseesteeseesseeateeneesasesseesseaneesteentesnsesreenseeseenns 50

Figura 10. Protocolo de elaboracion de extractos acuosos de hojas, raiz, tallo y flores de
LI 0[] S]] OSSPSR 50

Figura 11. Metodologia utilizada en el ensayo in vitro de extractos acuosos de Tagetes spp. y
raquis enriquecidos con microorganismos endofiticos para el control de R. similis.............. 53

Figura 12. Metodologia utilizada en el ensayo in vitro de extractos acuosos de hojas, tallos,
raiz y flores de Tagetes spp. para el control de R. SIMIliS. ........c.cccovviiieiiiii i 54

Figura 13. Efecto de los tratamientos en el tiempo sobre la pardlisis/inmovilizacién de R.
] 011 TSRS SRR 58

Figura 14. Efecto de los tratamientos de dérganos de Tagetes spp. en el tiempo sobre la
MOVilidad de R. SIMILIS. ..o 62

Figura 15. Efecto de los tratamientos de érganos de Tagetes spp. en el tiempo sobre la
MOVilidad de R. SIMILIS. .....cc.oiiiie e 64

Figura 16. Radopholus similis a las 24 horas de evaluacion (A: nematodos con extracto de
raiz y B: nematodos con extracto de flor).........ccoeiveiiiic i 65

XV



1 INTRODUCCION

El cultivo del banano (Musa spp.) es considerado como el cuarto cultivo de
importancia a nivel mundial y el primero a nivel de frutas (Arias et al. 2004). En el mercado
internacional es la fruta fresca mas exportada del mundo en cuanto a volumen, representando
el 12 % del total de frutas producidas; ademas ocupa el segundo lugar después de los citricos
en términos de valor, alcanzando ventas anuales que sobrepasan los 2,5 millones de délares
(Brooks 2004, Espinal et al. 2006, FAO 2006).

El banano conjuntamente con el trigo, arroz, maiz y tubérculos (yuca y papa)
constituye un alimento basico a la seguridad alimentaria de millones de personas alrededor del
mundo. Este no solo representa un producto de consumo importante para los paises
importadores, sino que ademas por estar distribuido en las regiones tropicales y subtropicales
tiene una importancia fundamental para las economias de muchos paises de bajos ingresos,
sobre todo del &rea Latinoamericana en la que se encuentran varios de los paises exportadores
(Arias et al. 2004, FAO 2006).

En Latinoamérica se tiene establecido que los bajos rendimientos han sido causados
por problemas fitosanitarios ocasionados por Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) y
seguidos por fitonematodos; las pérdidas econdémicas pueden oscilar entre 10 al 60% en
plantaciones comerciales a nivel mundial (Sarah et al. 1996, Brooks 2004, Pocasangre et al.
2006).

Los nematodos fitoparasitos son los responsables del volcamiento de plantas y
acortamiento de la vida util de las plantaciones comerciales, se considera como el principal
causante de estos dafios al nematodo barrenador Radopholus similis, que se encuentra
ampliamente distribuido en Latinoamérica, Asia y Africa, atacando principalmente las
variedades del subgrupo Cavendish (Sarah 1989, Marin et al. 2002, Gonzéles y Fernandez
2003, Araya 2004b). Desafortunadamente al ser R. similis un nematodo endoparasito
migratorio, puede completar su ciclo de vida dentro de las raices, esto ha provocado que su
control sea cada vez mas dificil, el cual generalmente se basa en dos, tres y hasta cuatro
aplicaciones de nematicidas por afio, constituyendo uno de los costos mas altos del manejo del

cultivo (entre 350 a 500 dolares/ha/afio), ademas representa una continua amenaza para la



salud humana y el medio ambiente (Araya 2003, Pocasangre et al. 2004, Araya 2004b,
Pocasangre et &l. 2006)

El método mas utilizado hasta la fecha es el uso del control quimico, el cual es a base
de productos sintéticos no fumigantes como oOrgano fosforados o carbamatos (Sarah et al.
1996), los cuales estan catalogados dentro del grupo de plaguicidas como productos altamente
toxicos (Pocasangre et al. 2006); lamentablemente esta ha sido hasta el momento la Unica
alternativa econdémica para reducir los niveles de poblaciones de fitonematodos en

plantaciones de banano y platano (Araya 2003).

La creciente necesidad de buscar otras alternativas que sean menos toxicas y mas
amigables con el ambiente, ha motivado a los investigadores a realizar experimentos con
microorganismos endofiticos como hongos y bacterias; los primeros han demostrado reducir
hasta un 90% las poblaciones de R. similis (Pocasangre et al. 2004), mientras que los otros se

han obtenido un efecto de biocontrol de hasta un 85% (Nufiez 2006).

Otra de las estrategias es el uso de enmiendas de origen organico como lombricompost
y bokashi, ademas del uso de cultivos de cobertura, que permiten mejorar las condiciones del
suelo, aportando materia organica y gran cantidad de flora microbiana (Sarah 1998, Ayuso
2000). Existen pocos estudios en campo que demuestren la efectividad de los extractos para el
control de nematodos; pese a esto la literatura documenta que varias plantas entre ellas el
Tagetes spp. sirven como repelentes (Russo et al. 2005) y controladores de nematodos
(Lehman 1979). Para el caso de extractos de raquis, no se han reportado estudios de efecto
alguno con nematodos, Unicamente se tiene conocimiento que los lixiviados de compostaje de
raquis de banano son utilizados como excelentes controladores de enfermedades fungosa y
bacteriales, como el mildiu en rosas, Sigatoka negra en musaceas (Larco et al. 2004) y Moko
en platano y banano (CIAT 2004). Por lo tanto, la presente investigacién tiene por objeto
determinar el efecto de extractos acuosos de raquis de banano y Tagetes spp. enriquecidos con

bacterias y hongos endofiticos para el control bioldgico del nematodo Radopholus similis.



1.1

Objetivos del estudio

1.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de extractos maduros y frescos de

Tagetes spp. y raquis de banano sobre el biocontrol del nematodo barrenador Radopholus

similis.

Estudiar el efecto controlador que tienen los extractos acuosos de raquis de banano y

Tagetes spp. de forma individual y combinados con microorganismos endofiticos sobre el

nematodo barrenador Radopholus similis.

1.1.2 Objetivos especificos

1.2

Evaluar el efecto individual y combinado de los extractos acuosos de Tagetes spp. y
raquis de banano sobre el control de Radopholus similis en plantas inoculadas con el

patdgeno en el invernadero.

Evaluar el efecto de extractos acuosos frescos y maduros de Tagetes spp. y raquis de
banano sobre el control de Radopholus similis en plantas inoculadas con el patdgeno en

el invernadero.

Determinar el efecto de los extractos de Tagetes spp. y raquis de banano enriquecidos
con cuatro hongos y cuatro bacterias endofiticas en condiciones de laboratorio e
invernadero sobre el control de Radopholus similis en plantas inoculadas con el patdgeno

en el invernadero.

Determinar el efecto de extractos de hojas, raiz, tallo y flores de Tagetes spp. en

condiciones de laboratorio e invernadero sobre el control de Radopholus similis.

Hipdtesis del estudio

El uso de extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano tienen un efecto de

biocontrol sobre el nematodo barrenador Radopholus similis.



Extractos frescos de Tagetes spp. y raquis de banano tiene un mayor efecto controlador

sobre R. similis que los extractos maduros.

La combinacion de hongos y bacterias endofiticos pueden enriquecer los extractos

acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano para un mejor control de Radopholus similis.

Extractos elaborados con diferentes 6rganos de la planta de Tagetes spp. tienen un efecto

de control sobre Radopholus similis.



2 MARCO CONCEPTUAL

2.1 Los nematodos en el cultivo de banano (Musa spp.)

Los nematodos son considerados como organismos que pertenecen al reino animal,
multicelulares, que se han logrado adaptar a gran variedad de ecosistemas (Christie 1986). La
forma de alimentarse de estos parésitos obligados es mediante la perforacion de las
membranas celulares absorbiendo todo su contenido, esto lo realizan porque tiene como

aparato bucal una especie de estilete que facilita el proceso (Smart y Perry 1968).

Hasta el momento se han reportado para musiceas 146 especies de nematodos
parésitos o asociados, distribuidos en 43 géneros, siendo los fitonematodos mas devastadores y
ampliamente distribuidos los del género Radopholus spp. y Pratylenchus spp. (Wardlaw 1961,
Araya et. al 1995). Las especies de nematodos que se encuentran en la mayoria de los campos
de produccién de banano son las que se mencionan a continuacion (Cuadrol). Los
fitonematodos en la mayoria de regiones tropicales del mundo donde se cultivan bananos y
platanos, son considerados como uno de los parasitos mas importantes que afectan las
cosechas, provocando altas pérdidas econdmicas (Sarah 1989, Speijer y De Waele 1997). El
principal dafio que causan los nematodos al cultivo es el volcamiento de la planta, que
conlleva a la pérdida de la fruta y a un acortamiento de la vida Util de las plantaciones (Araya
1995, Brooks 2004).

Cuadro 1. Principales géneros y especies de nematodos presentes en el cultivo del banano,
ordenadas por su grado de agresividad.

Género y especie Tipo de nematodo
Radopholus similis endoparasito migratorio
Helicotylenchus multicinctus ecto y endoparasito migratorio
Meloidogyne incognita endoparéasito sedentario
Meloidogyne javania endoparéasito sedentario
Pratylenchus coffeae endoparasito migratorio
Rotylenchulus reniformis semi-endoparasito

Fuentes: Tarté y Pinochet (1981), Sarah et al. (1996) y Araya (2003).



2.2 Impacto econdmico de los nematodos en el cultivo de banano (Musa
spp.)

El cultivo del banano es considerado como producto de gran importancia econémica,
social, ambiental y politico, considerandose que esta industria, es un importante recurso de
ingreso y empleo para muchos paises exportadores, mayormente en Latinoamérica y el Caribe,
asi como también Asia y Africa (Espinal et al. 2006, FAO 2006).

La presion del mercado por tener productos uniformes de buen tamafio y apariencia
perfecta, ha contribuido a que la mayor parte de las empresas exportadoras utilicen variedades
genéticamente iguales de alta produccion y alto rendimiento, que son mucho mas demandantes
de insumos externos y muy susceptibles a plagas y enfermedades (Martinez et al. 2007). Este
es el caso de los tres cultivares comerciales Grande Naine, Valery y Williams, los cuales son
completamente susceptibles a nematodos como Radopholus similis, Pratylenchus coffeae,
Helicotylenchus multicinctus y Meloidogyne incognita, dificultando de esta manera su control
(Sarah 1989).

El dafio que causa R. similis se localiza basicamente en la parte interna de la raiz,
motivo por el cual varias de las estrategias de manejo (quimicas, bioldgicas, culturales)
pueden no ser efectivas para controlar las poblaciones, esta deficiencia puede causar pérdidas
en rendimiento que van desde un 25 a 60% (Araya 2003, Brooks 2004, Pocasangre et al.
2004). Datos superiores fueron los encontrados por Sarah et al. (1996) en Africa,
especificamente en Costa de Marfil, donde el ataque de R similis ha causado pérdidas
acumulativas de hasta un 75 % durante tres ciclos de produccion, esto debido a la reduccion de

peso del racimo, volcamiento y deficiencia de raices.

2.3 Danios ocasionados por el nematodo barrenador Radopholus similis

Radopholus similis es el nematodo barrenador endoparasito migratorio de mayor
importancia en la produccion de Musa spp. tanto en el trépico y subtrépico, donde se
encuentra distribuido en casi todas las plantaciones comerciales de banano de América Latina,
Asia y Africa (Sarah 1989, Sarah et al. 1996).

En Latinoamérica es comun encontrarlo en los suelos de las plantaciones comerciales

tanto de platano como de banano, el dafio principal que causa Radopholus similis se localiza
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en la raiz, aunque también se lo ha encontrado en el cormo (Sarah et al. 1996). El lugar por
donde penetra es la parte terminal de la denominada como caliptra; al migrar inter e
intracelularmente, se alimenta del citoplasma y de las células del parénquima cortical,
destruyendo paredes celulares y causando cavidades y tuneles que se necrosan y pueden

extenderse a toda la region parenquimaética (Wardlaw 1961, Christie 1986).

Radopholus similis no dafa el cilindro vascular, aunque en ocasiones cuando las raices
se encuentran completamente infestadas penetra a estos tejidos (Araya 2004b). La necrosis de
la raiz y del rizoma se incrementa por la accion de otros organismos del suelo, ya que al
principio las lesiones que causa son de color rojizo y no sobrepasan los 10 cm de longitud, los
microorganismos que pueden ingresar por los orificios son hongos y bacterias, siendo los mas
comunes Cylindrocarpon musae, Acremonium stromaticum y Fusarium spp. (Sarah et al.
1996).

2.4 Meétodos de control para nematodos
2.4.1 Control cultural

Las practicas culturales incluyen desde la preparacién del suelo, hasta el manejo
agrotécnico de las plantaciones; ademas es de especial importancia la procedencia del material
de siembra, ya que esta es una de las principales formas de diseminacion de enfermedades
(Sarah et al. 1996, Gonzéles y Fernandez 2003). La mejor forma de iniciar una plantacion en
zonas virgenes libres de R. similis y Pratylenchus spp. es utilizando materiales libres de
patdgenos provenientes de la propagacion in vitro y que hayan sido cultivados en un sustrato
libre de nematodos (Araya 2003), ya que una vez introducido el nematodo en las plantaciones
es imposible erradicarlo, ya que las poblaciones pueden aumentar con mayor o menor rapidez

después de la siembra (Sarah et al. 1996).

Las poblaciones de nematodos se pueden ver reducidas a niveles imperceptibles
realizando una practica simple como dejar el terreno en barbecho durante un periodo
prolongado de tiempo (un afio). Sarah et &l. (1996) menciona que en Africa esta técnica que ha
dado buenos resultados al usar como cultivo en barbecho una especie no hospedera de

nematodos como Chromolaena odorata.



El uso de cultivos mixtos o asociados también pueden considerarse como una
estrategia factible para la reduccion de las poblaciones de nematodos como R. similis, esto lo
demostro De Waele et al. (2006), quienes evaluaron el efecto de seis especies de plantas
asociadas al cultivo del banano; los resultados que obtuvieron demostraron que Geophila
repens, Arachis pintoi, Sorgghum bicolor y Tagetes erecta poseen un efecto positivo para
reducir el ataque de nematodos en plantaciones, razon por la cual proponen utilizar estas
especies como cultivos de cobertura, cultivos de rotacion o cultivos intercalados dentro de las

plantaciones de banano.

La técnica de inundacion del campo es una estrategia bastante efectiva pero poca
practica, sobretodo en regiones donde la limitante es el agua. Esta técnica consiste en inundar
el campo por un periodo de 6 6 7 semanas, para obtener poblaciones similares de nematodos

como la practica de barbecho (Sarah et 41.1996).

2.4.2 Control quimico

Los nematodos pueden ser controlados en gran medida con productos quimicos, pero
estos a su vez tiene un efecto negativo por ser contaminantes del medio ambiente, causar
intoxicaciones a los agricultores y ademas su costo es bastante alto (Roman et &l 1983, Dochez
et al. 2000). Actualmente esta alternativa quimica es la mas usada, llegando aplicarse de 2 a 4
veces al afio en los campos de las plantaciones comerciales tanto de banano como de platano
(Araya 2004b, Pocasangre et al. 2004).

La mayor parte de los nematicidas no fumigantes se encuentran formados por
moléculas del grupo de los organofosforados y carbamatos, dentro de los cuales se encuentran
el Mocap, Nemacur, Furadan, Counter, Vydate, Rugby (Moens et al. 2003, Jackson et al.
2003). Una de las razones por las cuales los productores siguen utilizando los agroquimicos es
por el efecto inmediato que ven los resultados; este efecto es el aumento en la produccion y en
el tamafio del racimo; para demostrar esto Vargas y Araya (2005), evaluaron el efecto del
namero de aplicaciones quimicas de la segunda a la cuarta generacion, los resultados que
obtuvieron demostraron que mientras mayor es el nimero de aplicaciones hay un aumento
significativo en el peso del racimo (1,16 kg) a la cosecha, ademas el numero de raices

funcionales y totales infectadas es minimo. Un factor primordial que restringe estas practicas
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de aplicaciones constantes es la biodegradacion acelerara de los nematicidas, esto lo
demostraron Moens et al. (2003), quienes evaluaron el efecto de 5 aplicaciones de los 6
nematicidas mas comunes en Latinoamérica, los resultaros que encontrd es que a pesar del alto
peso de los racimos y raiz funcional, Furadan mostré un alto nivel de biodegradacion
acelerada con respecto a Counter y Ruby; con un alta correlacién entre nematodos en 100 g de
raices y el porcentaje de raiz funcional.

No obstante una de las principales limitaciones de aumentar el nimero de aplicaciones
de nematicidas es que a medida aplicamos mas agroquimicos, estamos modificando la
microflora y microfauna del suelo, y ademéas estamos alterando los procesos tréficos,
eliminando con ello varios microorganismos antagonistas de nematodos fitoparasiticos (Araya
2003), razon por la cual tanto Moens et al. (2003) como Araya (2004a), mencionan que el uso
repetitivo de nematicidas tiende a incrementar el dafio causado por nematodos, mientras que
con una rotacion adecuada de productos no solo permite que la poblacién de nematodos se
reduzca, sino también ayuda a controlar el desarrollo de la biodegradacion acelerada.

2.4.3 Control bioldgico

El control bioldgico representa una alternativa ideal para la obtencion de bananos y
platanos ambientalmente sostenibles; Sikora (1992) menciona que se han desarrollado y
estudiado una serie de métodos de control no quimico para enfrentar las plagas y
enfermedades; estos que van desde la sanidad de cultivos, rotacién, seleccion de plantas y
recientemente el empleo de microorganismos benéficos del suelo que son antagonistas de los

nematodos.

Los nematodos al encontrarse en la rizosfera, deben coexistir con gran diversidad de
microorganismos, muchos de ellos antagonistas, los cuales en muchos de los casos han podido
ser aislados para estudiarlos detenidamente (Sikora 1992). Entre los microorganismos que
tiene mayor efecto supresivo podemos encontrar a las bacterias y hongos endofiticos
(Pocasangre 2003)

Los hongos endofiticos han demostrado reducir desde un 60 hasta un 95% las
poblaciones de R. similis (Pocasangre et al. 2004), dentro de los géneros estudiados se

encuentran Trichoderma spp., Fusarium spp. no patogenico (Pocasangre et al. 2000, Cafiizares
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2003, Meneses 2003, Pocasangre et al. 2004, Menjivar 2005, Chavez 2007) y Paecylomices
spp. (Ufer 1997, Vargas et al. 2006). Pocasangre et &l. (2004), resaltan que luego de mas de
siete afios de investigacion, ha sido demostrado que poblaciones naturales de hongos
endofiticos asociados con la rizosfera de plantaciones tienen una alta actividad antagonista
sobre los fitonematodos, encontrandose reducciones de hasta 90% de poblaciones finales de
nematodos. Las bacterias por su parte han demostrado tener un efecto de biocontrol de hasta
un 85%, esto cuando se han evaluado géneros como Bacillus spp. y Pseudomonas spp. (NUfez
2006, Vargas et al. 2006, Chavez 2007).

Los altos indices de biocontrol que ejercen tanto hongos y bacterias indican que seria
un buen complemento para aumentar las tasas de control, por tal motivo Chavez (2007) evalu6
la combinacion bacteria-bacteria, bacteria-hongo y hongo-hongo; los resultados que obtuvo
demostraron que existe compatibilidad entre las combinaciones, ademas los porcentajes de

biocontrol oscilaron entre 88 a 93%.

En la actualidad existen productos biol6gicos como agentes de control de nematodos;
en el mercado se puede conseguir los que son a base P. lilacinus, entre estos se encuentran
Biocon®, Nemachek®, Bioact®y Melocon®, Blue Circle™ (Burkholderia cepacia), un hongo,
como el Paecil™ (Paecilomyces lilacinus), o los productos esterilizados de la fermentacion de
un hongo, como el DiTera™ (Myrothecium verrucaria) (zum Felde 2002, zum Felde et al.
2006, Morales 2006).

2.5 Los extractos botanicos y su uso contra los fitonematodos

En la naturaleza existe una gama muy amplia de plantas que producen una diversidad
de metabolitos secundarios téxicos. La forma de aprovechar estos metabolitos o sustancias
toxicas es mediante la preparacion de extractos o infusiones a partir de sus tejidos (Verduzco
et al. 1996, Montes et 41.1997). Los extractos vegetales se pueden preparar de diferentes
formas y utilizando diferentes solventes como agua, alcohol, éter etilico, aceites, cetonas y
benceno (Rodriguez y Lagunes 1992). Ramirez et al. (2001) sefialaron que los extractos
botanicos obtenidos a partir de solvente organicos son mucho mas efectivos que los extraidos
a base de agua. A pesar que Lagunes y Villanueva (1994) sefialan que en efecto existe una

menor presencia de metabolitos en extractos acuosos, esta es la técnica mas sencilla que
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pueden usar los agricultores para obtener productos naturales para el control de plagas o
enfermedades.

Las plantas y sus derivados han mostrado efectos controladores contra acaros,
roedores, nematodos, bacterias, virus, hongos e insectos (Grainge y Ahmed 1988). Chitwood
(1992) menciona que plantas con actividad nematicidas contienen una gran variedad de
compuestos fitoquimicos en los que destaca acetilenos, alcaloides, acidos carboxilicos, &cidos
grasos, compuestos fenolicos y terpenoides. La familia Asteracea es una de las mas
reconocidas controladora de nematodos, un claro ejemplo son los estudios realizados por Tsay
et &l. (2004) donde demuestran que de 56 especies y 43 géneros de Asteraceas el 60% presento
un efecto nocivo ante el nematodo Meloidogyne incognita. Siddiqui y Alam (1988) sefialan
que los extractos en agua de diferentes partes de Tagetes lucida, a diferentes grados de
concentracion en ensayos de laboratorio, fueron altamente nocivos para Meloidogyne
incognita, Rotylenchulus reniformis, Tylenchorhynchus brassicae, Hoplolaimus indicus,
Helicotylenchus indicus y Tylenchus filiformis. En este ensayo la mortalidad de los nematodos

aumento con el incremento en la concentracion y el periodo de exposicion.

Investigaciones realizadas por Guzman y Davide (1992) documentan que extractos
crudos de Anthocephalus chinensis, Eichornia crassipes y Allium cepa son toxicas para
nematodos Meloidogyne incognita y Radopholus similis en condiciones de laboratorio. Por su
parte Araya (2009) utilizé infusiones y biofermentos de Datura suaveolens para el control de
Radopholus similis en evaluaciones realizadas en maceteros y campo, en maceteros el efecto
las infusiones y biofermentos no tuvieron una respuesta positiva en la reduccion del nematodo;
en campo la infusion demostrd tener un efecto positivo en la reduccion no solo de Radopholus
similis sino también de Helicotylenchus spp. obteniéndose una reduccion de nematodos totales
de un 39%.

2.6 Propiedades de los Tagetes spp.

Los Tagetes spp. Son especies originarias de Mesoamérica, especificamente de la
region Centroamericana, donde se encuentran la mayor diversidad genética (Dole y Wilkins
1999). Esta planta pertenece a la familia Compositae (Asteracea) y posee alrededor de 56

especies las cuales en un 40% se encuentran en México; es conocida en varios paises con
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diferentes nombres como: flor de muerto, marigold, clavel de muerto, cempasuchil, San Diego
(Sabillon y Bustamante 1996). Botanicamente es una planta herbacea anual, de 25 cma 1 m de
altura, erecta, ramificada, de hojas opuestas, oblongas de 5 a 15 cm de largo, con flores
amarillas de 5 a 13 cm de alto y de frutos negros (Sabillon y Bustamante 1996, Dole y Wilkins
1999).

Esta planta es conocida no solo por su belleza estética, sino también por su los multiples
beneficios que brinda al ser considerada como una planta con caracteristicas plaguicidas. Los
compuestos alelopaticos que posee pueden ser liberados por volatilizacion, exudados
radiculares, lixiviacion desde las plantas o residuos y por descomposicion de residuos; los
compuestos que emana son generalmente metabolitos secundarios que actdan como defensa
quimica ante enfermedades y parasitos (Halbrendt 1996). Dentro de los metabolitos
secundarios que poseen los Tagetes spp. se encuentran las estructuras policetilénicas y los
derivados de tiophenos, de los cuales el méas representativo es el a-Tertienilo que es un
compuesto toxico para los nematodos (LOpez y Estévez 1992, Vasudevan et al. 1997). Ademas
Chagonda et al. (1999) determinaron que existe una variacion cuantitativa en aceites
esenciales destilados de T. minuta en las fases vegetativas y reproductivas en floracion; en
estados reproductivos encontraron aceites ricos en dihydrotagetone (32%), tagetone (16,7%) y
beta-ocimene (13,3%); y en estados vegetativos encontraron niveles mas altos de tagetenone y
tagetone (27,1 y 31,2% respectivamente), mientras que dihydrotagetone y beta-ocimene eran
mas bajos (13,6 y 6,1%).

Experimentos realizados para evaluar el efecto repelente de Tagetes spp. demuestran
que no importa la forma como se lo utilice (fermentado, fresco, barrera) el efecto siempre
ocurre, asi lo demostraron Russo et al. (2005) al utilizar plantas completas de Tagetes spp.
para el control de afidos en lechuga, el experimento constd en evaluar el efecto de la planta
como cultivo intercalado y en extracto natural, al finalizar los datos demostraron que no
existio diferencia estadistica al usar una o la otra forma. En experimentos en laboratorio
realizados por Riga et al. (2005), en los cuales se evaluo el efecto de extractos de semillas de
Tagetes erecta y Tagetes patula para el control de H. Sacchi, M. hapla y P.penetrans,
inoculados en semillas de rabano, maiz y tomate demostraron que ambas especies controlaron

las poblaciones de nematodos.
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Por otra parte, los estudios realizados por Lehman (1979) demostraron que existe un
efecto de especie en el control de nematodos con marigold, él utilizé T. patula, T. erecta y T.
minuta para el control de Pratylenchus penetrans, obteniendo resultados de control de 99, 55 y
63% respectivamente. Ademas, De Waele et al. (2006) encontraron que existe menor numero
de nematodos como R. similis, H. multicinctus y Meloidogyne spp. al momento de sembrar
plantas de banano en asocio con Tagetes erecta.

El interés que existe por esta especie ha motivado a que empresas desarrollen
productos comerciales a base de Tagetes spp. para el control de nematodos de jardines
ornamentales; este es el caso del Nemagold®, que es un producto procedente de extractos de
la planta de Tagetes erecta (marigold) y algas marinas. Este se comercializa como
bioestimulante y controlador de varios nematodos del suelo, teniendo una accién de contacto,

sistémica y de repelencia (Horticom 2005).

2.7 Raquis de banano, usos y sus propiedades

El raquis del banano, también conocido como pinzote, es un material rico en fibra (8%
de su peso) y ademas tiene un alto contenido de celulosa y lignina. En Costa Rica se producen
alrededor de 114 millones de pinzotes por afio, esto equivale a 33,3 millones de kilogramos de
fibra, lo que constituye una gran cantidad de material con potencial para la elaboracion de
papel (Alfaro 2004).

En el campo agricola uno de los usos que se ha encontrado para los residuos de raquis
de platano o banano provenientes de las exportadoras es la elaboracion de compost y
lombricompost. De este material se puede lograr un sustrato rico en nutrientes y ademas se
puede obtener un subproducto que es el lixiviado. Los lixiviados de compost se obtienen por
lo general de la adicion de agua al compost aerobico maduro, de donde resulta un liquido
oscuro e inodoro, que posee nutrientes solubles y microorganismos benéficos (Larco 2004b).
Para obtener el lombricompost de raquis de banano o platano se puede utilizar la metodologia
desarrollada por Larco (2004a), la cual consiste en utilizar 20 kg de raquis que fue picado en
pequerios trozos, luego colocarlos en un sacé de fibra y enterrados a 60 cm del suelo durante
cuatro semanas, con la finalidad de eliminar latex, sustancias fendlicas y quinonas propias de

la oxidacion de estos materiales que son toxicas para las lombrices. Una vez terminado este
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proceso, el material se coloc6 en una canoa de madera recubierta de plastico, se le adicion6
5% de estiércol vacuno y una dilucion al 1% de melaza para acelerar el proceso de
descomposicion, estos materiales estuvieron en pre-composteo por 15 dias con el objetivo de
alcanzar las condiciones ideales para que las lombrices inicien la descomposicion del material.
Los lixiviados a partir de raquis de platano y banano han demostrado ser enmiendas ricas en
potasio, &cidos fulvicos utilizados en el control de Mycosphaerella spp. y Mycosphaerella
fijiensis (Larco et al. 2004, Escobar y Castafio 2005), en acidos humicos utilizados como
bioestimulantes (Russo et al. 1995) y extractos frescos en Ralstonia solanacearum (Arenas et
al. 2004).

De los estudios realizados hasta el momento con el uso de raquis de banano, los méas
representativos son: el control de Mycosphaerella spp. descrito por Escobar y Castafios
(2005), los cuales encontraron que el uso de una concentracion de 0,5% de acidos fulvicos
puede representar una opcion viable y no contaminante para el manejo de la enfermedad en
platano. Por su parte Alvarez et al. (2002) mencionan que el uso de aplicaciones al 5% de
acidos falvicos provenientes de lixiviados de platano reducen la severidad del mildiu polvoso
en el cultivo de rosas. Ademas Arenas et al. (2004) sefialan que en Colombia los lixiviados
han contribuido a reducir la incidencia de Moko hasta en un 31,6%; siendo esta una de las
estrategias mas accesibles para los productores organicos de esa region.
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3 ARTICULOI.

Efecto de diferentes concentraciones de extractos maduros y
frescos de Tagetes spp. y raquis de banano sobre el biocontrol
del nematodo barrenador Radopholus similis

3.1 Introduccion

El cultivo de banano afronta continuamente problemas de mercado por su sobreoferta,
lo que induce a los productores a exigencias fitosanitarias mas estrictas para alcanzar altas
producciones. Factores bidticos y abidticos afectan continuamente este cultivo limitando su
produccién (Araya 2003). Dentro de los factores bidticos los nematodos fitoparasitos son los
mas dificiles de controlar, siendo Radopholus similis y Pratylenchus coffea los mas
distribuidos y peligrosos, causantes de bajos rendimientos, caida de plantas y acortamiento de
vida dtil de las plantaciones comerciales (Sarah 1998, Chitwood 2002, Gonzalez y Fernandez
2003). Ciclos mdltiples de nematicidas sistémicos son hasta el momento la Unica herramienta

eficaz para reducir el dafio causado por R. similis (Dochez et al. 2000 y Sikora et al. 2007).

Los altos costos, la poca eficiencia y la alteracién de las cadenas tréficas que han
causado los nematicidas hacen que se investigue métodos no contaminantes para el control de
nematodos, siendo una alternativa el uso de productos de origen natural como los extractos
botanicos. Plantas de la familia Asteracea entre ellas del género Tagetes spp. han demostrado
tener propiedades fitotoxicas antimicrobiales y un alto poder nematoxico (Zygadlo et al. 1994,
Topp et al. 1998, Aballay 2005). El poder nematoxico del género Tagetes se encuentre bien
documentado para varias especies de fitonematodos (Daulton y Curtis 1963, Dao 1972,
Charles 1995), pero existe aun poca informacion sobre el control de Radopholus similis (De
Waele et al. 2006). Asimismo el raquis del banano contiene sustancias que pueden controlar
enfermedades y es uno de los principales subproductos de la industria bananera y representa
alrededor de un 10 a 20% de la produccion total (Bao et al. 1987). Su principal uso en el
campo agricola es el compostaje del cual se obtiene un sustrato liquido denominado lixiviado
que posee propiedades bioestimulantes por su alto contenido de nutrientes (Russo et al. 1995).
Al mismo tiempo otros estudios informan que se usan como controladores de enfermedades

bacterianas y fungosas (Alvarez et al. 2002, Arenas et al. 2004, Larco et &l. 2004).
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La escasa investigacion en el uso de extractos bot&nicos de Tagetes spp. y la
desconocida accion de los extractos de raquis de banano sobre el nematodo Radopholus
similis, hacen posible que esta investigacion tenga como objetivo estudiar el efecto
controlador de extractos de raquis de banano y Tagetes spp. de forma individual y combinada
a altas concentraciones sobre el nematodo barrenador Radopholus similis mediante la
evaluacion de toxicidad a altas concentraciones, reduccion en la penetracion y tasa de

reproduccion del nematodo en el sistema radical, en condiciones de invernadero.

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Localizacion del estudio

La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Centro Agronémico Tropical
de Investigacion y Ensefianza (CATIE), ubicado en el canton Turrialba, provincia de Cartago,
Costa Rica; especificamente en el laboratorio e invernadero de la seccion de nematologia. Las
condiciones ambientales que prevalecen en la zona son temperaturas que oscilan entre los 22 y
28 °C, una elevacién de 602 msnm, precipitaciones promedio anuales de 2600 mm y 87% de

humedad relativa.

3.2.2 Material vegetal

El estudio consistio en tres bioensayos, para los cuales se utilizaron vitroplantas de
banano (Musa AAA) del subgrupo Cavendish cultivar “Gran Enano” provenientes de un

laboratorio de cultivo de tejidos.

El material vegetal de Tagetes spp. que se utilizé fue propagado en el invernadero del
CATIE ,Turrialba. Se seleccion¢ plantas sanas y florecidas, cuya morfologia floral sea “flor
amarilla-anaranjada doble”. El raquis se recolectd de plantaciones de banano del cultivar Gros
Michel dentro de las instalaciones del CATIE, teniendo como parametro de seleccion racimos

de plantas sanas.
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3.2.3 Metodologia para obtencion de extractos acuosos licuados

La elaboracion de extractos acuosos maduros y frescos de Tagetes spp., raquis de
banano y mixtos (mezcla de raquis y Tagetes spp.), se realiz6 mediante una técnica que no ha
sido reportada en la literatura y que se desarrollo para este experimento. EI material vegetal
fue licuado con el objetivo de romper la pared celular para extraer los metabolitos secundarios

que se encuentran en el interior y liberarlos en la solucion acuosa.

El método consistio en triturar de forma total el material vegetal utilizando una
licuadora de dos velocidades, colocando dos partes de agua y una parte de material vegetal
pre-picado, obteniendo un extracto en una proporcion 2:1. Una vez colocada el agua y el
material vegetal pre-picado en la licuadora se procedi6 a licuar durante 30 segundos a
diferentes velocidades, primero 10 segundos en velocidad “1”, luego 10 segundos en
velocidad “2” y nuevamente 10 segundos en velocidad “1”, esto para asegurar que el material
este totalmente triturado; hecho esto el contenido fue depositado en un colador y se procedi6 a
exprimir el residuo de forma manual para extraer la mayor cantidad de extracto posible.

Finalmente los extractos obtenidos fueron almacenados en contenedores herméticos a 4 °C.

La preparacion de extractos acuosos licuados frescos de Tagetes spp. consistié en
tomar toda la planta (hojas, tallos, flores, excepto raiz) y picarla finamente hasta obtener
pequefios fragmentos para luego realizar una mezcla homogénea; por su parte el raquis de
banano fue picado hasta obtener segmentos de aproximadamente 1 a 1,5 cm? Luego se tomo
por separado un volumen de 250 ml (80 g Tagetes spp. y 155 g raquis aproximadamente) de
cada material para ser depositado en la licuadora y se coloc6 500 ml de agua de la llave para
cada uno de los licuados, logrado asi la proporcion 2:1. Al final del proceso se obtuvo la
cantidad de 500 ml de extracto acuoso de Tagetes spp. y 700 ml de extracto acuoso de raquis,
siendo almacenados en contenedores de 1000 ml a una temperatura de 4 °C para ser utilizados

al dia siguiente.

Para la preparacion de extractos mixtos (Tagetes spp. y raquis) se realiz6 picando
finamente el raquis en pequefios segmentos de aproximadamente 1 a 1,5 cm? y el Tagetes spp.
de la misma manera de forma separada, luego se tomo un volumen de 125 ml de cada uno y se

deposito en la licuadora afiadiéndole 500 ml de agua de la llave. Al final se obtuvo la cantidad
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de 600 ml de extracto mixto y se lo almaceno de forma similar a los anteriores. Finalmente los
extractos maduros se realizaron de la misma forma que los frescos con la diferencia que

fueron fabricados 24 dias antes de utilizarlos en los experimentos (Figura 2).

Figura 1. Proceso de obtencion de extractos acuosos licuados de Tagetes spp. y raquis.

Las concentraciones utilizadas de los extractos fueron 10, 20, 30 y 40% para realizar
cada uno de los tratamientos (Cuadro 2); estas se realizaron en contenedores herméticos
individuales de 200 ml, donde se tomo de forma individual la cantidad de 20, 40, 60 y 80 ml
de cada solucion madre (extracto puro) de Tagetes spp. y raquis, para posteriormente llevarlas

a un aforo de 200 ml afiadiendo agua potable.
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Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos de extractos maduros y frescos de Tagetes spp. y
raquis de banano evaluados en los bioensayos

Caodigo Tratamientos
MT10 Maduro Tagetes spp. 10%
MT20 Maduro Tagetes spp. 20%
MT30 Maduro Tagetes spp. 30%
MT40 Maduro Tagetes spp. 40%
MR10 Maduro raquis 10%
MR20 Maduro raquis 20%
MR30 Maduro raquis 30%
MR40 Maduro raquis 40%
MTR10 Maduro Tagetes spp.+ raquis 10%
MTR20 Maduro Tagetes spp.+ raquis 20%
MTR30 Maduro Tagetes spp.+ raquis 30%
MTR40 Maduro Tagetes spp.+ raquis 40%
FT10 Fresco Tagetes spp. 10%
FT20 Fresco Tagetes spp. 20%
FT30 Fresco Tagetes spp. 30%
FT40 Fresco Tagetes spp. 40%
FR10 Fresco raquis 10%
FR20 Fresco raquis 20%
FR30 Fresco raquis 30%
FR40 Fresco raquis 40%
FTR10 Fresco Tagetes spp.+ raquis 10%
FTR20 Fresco Tagetes spp.+ raquis 20%
FTR30 Fresco Tagetes spp.+ raquis 30%
FTR40 Fresco Tagetes spp.+ raquis 40%
TA Testigo absoluto (sin R. similis)
TN Testigo nematodos
TQ Testigo quimico (con R. similis y Terbufos 10GR)

3.2.4 Bioensayo del efecto de extractos maduros y frescos a diferentes niveles

de concentracidn sobre el crecimiento de la planta de banano

Extractos acuosos licuados maduros y frescos fueron obtenidos mediante el
procedimiento descrito en el numeral 3.2.3; siendo preparados 24 dias antes y un dia antes de

su utilizacién respectivamente.
3.2.4.1 Proteccion de vitroplantas con extractos maduros y frescos

Vitroplantas de banano del cultivar “Gran Enano” (AAA) de seis semanas de
endurecimiento colectivo en invernadero, fueron sembradas en contenedores plasticos de 16
onzas con una mezcla esterilizada de tierra y arena en una relacion 1:1; el sustrato utilizado
fue esterilizado en un horno eléctrico durante 12 horas a una temperatura de 300 °C. La

inoculacion de los tratamientos se realizé aplicando 5 ml en tres agujeros de 1 a 2 cm de
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profundidad alrededor del area radical de cada planta utilizando una micropipeta Eppendorf
calibrada. Posteriormente las plantas fueron distribuidas al azar sobre las mesas del

invernadero donde permanecieron siete semanas (Figura 2).

Durante las seis semanas que permanecieron en el invernadero las plantas fueron re-
inoculadas semanalmente con el objetivo de que el extracto se encuentre presente todo el
tiempo. Para este ensayo se establecieron 6 repeticiones para cada tratamiento.

Figura 2. Proteccién de vitroplantas de banano con extractos maduros y frescos.

3.2.4.2 Evaluacion de los extractos acuosos sobre el material vegetal

Luego de seis semanas de inoculacion con los tratamientos de manera constante, las
plantas fueron trasladadas al laboratorio de nematologia del CATIE. Las plantas fueron
separadas del contenedor y sus raices lavadas para posteriormente ser separadas del cormo
mediante un bisturi; luego se peso de forma separada las raices y la parte aérea de la planta
para determinar si existio un incremento o decremento del sistema radical y seccion foliar

comparado con el testigo absoluto y el quimico.

Figura 3. Protocolo de evaluacién de vitroplantas utilizadas en el ensayo de toxicidad.
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3.2.5 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas
protegidas con extractos maduros y frescos a diferentes niveles de

concentracion

En la evaluacion del efecto de extractos acuosos maduros y frescos de Tagetes spp. y
raquis se utiliz6 plantas de seis semanas de endurecimiento colectivo en invernadero. Los
extractos evaluados fueron comparados con un testigo absoluto, un testigo nematodos y un

testigo quimico (Cuadro 2).

La siembra y proteccion de las plantas se realizo utilizando la metodologia detallada en
el numeral 3.2.4.1. Posteriormente las plantas fueron distribuidas en el invernadero al azar,
donde permanecieron durante tres semanas; para este ensayo se establecieron seis repeticiones

por tratamiento (Figura 2).
3.2.5.1 Proliferacion monoxénica de Radopholus similis

Mediante cultivos puros de R. similis provenientes del laboratorio de nematologia del
CATIE, se realizaron varios subcultivos en discos de zanahoria siguiendo la metodologia
descrita por O"Bannon y Taylor (1968), Speijer y De Waele (1997) y Dochez et al. (2000).
Bajo condiciones asépticas, zanahorias frescas fueron desinfectadas con detergente liquido
durante 4 minutos, en una camara de flujo laminar fueron asperjadas con alcohol al 95% vy
flameadas por tres veces consecutivas. La cascara de la zanahoria fue removida con ayuda de
un bisturi y se realizaron cortes transversales sobre papel toalla estéril para obtener discos de 3

a 5 mm aproximadamente; cada disco fue transferido a platos Petri de 35 mm para luego ser

identificado y sellado con parafilme (Figura 4).

Figura 4. Proceso de preparacion de los discos de zanahoria para la reproduccién de R.
similis.
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Tomando cultivos asépticos en discos de zanahoria de R. similis se procedio a realizar
los subcultivos. En condiciones asépticas se lavaron los platos que contenian los cultivos de
nematodos para obtener una suspension que fue recolectada en un tubo de ensayo estéril,
luego se realizaron tres lavados con agua destilada estéril colocandose posteriormente 4 ml de
cloruro de mercurio para la desinfeccion superficial de los nematodos; una vez precipitados
los nematodos se realizd tres enjuagues con agua destilada estéril para eliminar el cloruro de
mercurio. Terminada la desinfeccion se colocaron 2 ml de agua destilada méas 5 ml de sulfato
de estreptomicina como antibidtico, solucion en la que permanecieron los nematodos por el
lapso de tres horas; pasado este tiempo se retira el sobrenadante y se realizan tres enjuagues
con agua destilada estéril.

Luego del proceso de desinfeccidn, se procedid a inocular los discos de zanahoria en
los platos Petri, aplicando tres gotas de la suspension de nematodos (aproximadamente 100
nematodos en 10 pl de solucion) en tres diferentes puntos de cada disco. Los platos Petri
fueron identificados y sellados con parafilm y almacenados en la incubadora bajo condiciones

de oscuridad a 27°C de temperatura.

Figura 5. Proceso de inoculacion en los discos de zanahoria de R. similis.

3.2.5.2 Inoculacién de vitroplantas con Radopholus similis

Transcurridas dos semanas desde la inoculacion con los extractos maduros y frescos,
las plantas fueron inoculadas con 500 nematodos/planta. Los nematodos utilizados fueron
recuperados de cultivos monoxénicos, utilizando para su extraccion la metodologia descrita
por Pocasangre (2000), Meneses (2003) y Nufiez (2006).

La inoculacion se realiz6 utilizando la metodologia descrita por Chaves (2007),
aplicando 5 ml de una solucion concentrada de R. similis en tres agujeros alrededor del area
radical utilizando una pipeta Eppendorf calibrada. Para evaluar el efecto de las inoculaciones
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con extractos maduros y frescos de Tagetes spp. y raquis de banano en la disminucion de la
penetracion de Radopholus similis en el sistema radical, cada planta fue comparada con un
control absoluto, un control nematodos y un testigo quimico (10 ppm de Terbufos 10GR)
(Cuadro 2).

3.2.5.3 Extraccion y evaluacion del porcentaje de penetracion de Radopholus similis

Para evaluar la cantidad de nematodos presentes en el sistema radical de las plantas, se
utilizé el método de licuado y tamizado descrito por Pocasangre (2000) y Araya (2002), que
actualmente es utilizado en el laboratorio de nematologia del CATIE y en el Laboratorio de
Nematologia de Corbana S.A. El porcentaje de penetracion fue determinado utilizando el
nimero de nematodos de cada tratamiento, comparando la actividad de inhibicién a la
penetracién de plantas tratadas con respecto al testigo nematodos que fue inoculado con

nematodos, sin extractos botanicos.

Figura 6. Proceso de extraccion de nematodos utilizados en el bioensayo de penetracion.

3.2.6 Ensayo de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas protegidas

con extractos maduros y frescos a diferentes niveles de concentracion

Plantas de seis semanas de endurecimiento colectivo en invernadero fueron utilizadas
para evaluar el efecto de extractos maduros y frescos a altas concentraciones en el biocontrol
de Radopholus similis, siendo comparadas con un testigo absoluto, un testigo referencial y un

testigo quimico (Cuadro 2).

Las plantas fueron sembradas en sustrato estéril en contenedores plasticos de 16 onzas
de capacidad. Luego recibieron la proteccion siguiendo la metodologia descrita en el inciso
3.2.4.1. Dos semanas después de la proteccion, se inoculd los nematodos siguiendo la

metodologia descrita en el numeral 3.2.5.2. Luego las plantas fueron distribuidas al azar en el
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invernadero donde permanecieron por un lapso de seis semanas. Durante este tiempo se
realizaron tres re-inoculaciones distribuidas de la siguiente forma: a) 8 dias antes de la
inoculacion con R. similis, b) 15 dias después de la inoculacion con R. similis y ¢) 8 dias antes

del levantamiento del ensayo.

Al finalizar las seis semanas para la extraccion de los nematodos se utilizd el método
descrito en el inciso 3.2.5.3. El porcentaje de biocontrol de los extractos acuosos sobre R.
similis se determinG mediante la comparacion de la poblacion final del nematodo en el sistema
radical de las plantas que recibieron proteccion con respecto a la cantidad final de R similis

presente en las plantas del testigo referencial (Figura 7).

Figura 7. Proceso de extraccion de nematodos utilizados en el ensayo de biocontrol de R.
similis.

3.3 Disefio experimental para los ensayos de toxicidad, penetracion y
biocontrol

Los analisis estadisticos se realizaron mediante la utilizacion de modelos lineales
generales y mixtos para evaluar los bioensayos de toxicidad, penetracion y biocontrol. El
ensayo se condujo en un disefio completamente aleatorizado con dos factores, tratamientos y
semanas de evaluacion. Se considero el efecto de las medidas repetidas en el tiempo (semanas)
modelando la estructura de varianzas y covarianzas segun la variable analizada. Para obtener
los grados de libertad adecuados para cada uno de los efectos, se considerd un efecto aleatorio
de la unidad experimental (UE). Las variables altura, diametro de pseudotallo y nimero de

hojas fueron analizadas bajo el siguiente modelo matematico:
Yij: M+ T+ Sj +TSij+ Eij
donde:

M = Media general
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T; = Efecto del i-ésimo tratamiento
S; = Efecto semana

TS;; = Efecto de interaccion de tratamientos con semanas
€ix = Error experimental

Para las variables peso foliar, peso radical, peso total y nimeros de nematodos se
realiz6 un andlisis de varianza ANOVA para encontrar diferencias entre los tratamientos al

final del ensayo. EI modelo matematico para estas variables fue:
Yij= U+ T+ Egj
donde:
Yij = Variable a medir
M = Media general
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento
€ijk = Teérmino de error aleatorio independiente y supuestamente distribuido normal con

media cero y varianza constante.

Como no se cumplieron los supuestos distribucionales se realizaron transformaciones a
raiz o rangos segun se dio el caso. Cuando se rechazd la hip6tesis nula del ANOVA se usé la

prueba de comparacién de medias LSD de Fisher trabajando con un nivel de significacion de
0,05.
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3.4 Resultados

3.4.1 Bioensayo del efecto de extractos maduros y frescos a diferentes niveles

de concentracidn sobre el crecimiento de la planta de banano

Durante las seis semanas de proteccion constante con extractos botanicos a varios
niveles concentracion se encontraron diferencias significativas en las variables altura de planta
(p<0,0310) y diametro de pseudotallo (p<0,0019), no asi para la variable numero de hojas
(p<0,6850). Para las variables de promocion de crecimiento evaluadas luego de seis semanas
de protegidas las plantas, se encontraron diferencias altamente significativas en el peso de la
raiz (p<0,0001) y peso total (p<0,0001), al ser comparados los tratamientos con el testigo

absoluto y el testigo quimico (Cuadro 3).

Para la variable peso radical, cuatro de los tratamientos tuvieron pesos superiores al TA
(7,8 g), de este grupo se diferencian el FT40 y FR40 que estadisticamente son superiores al
resto alcanzando valores de 9,8 y 8,4 g respectivamente. Al organizar los valores medios de
peso total se detectd que se forman dos grupos bien diferenciados, los tratamientos de extracto
fresco que se encuentran sobre el TA, donde sobresalen las altas concentraciones (30 y 40%) y
prevalece el efecto aditivo FTR (Fresco Tagetes-Raquis); y los tratamientos de extractos
maduros solos que se encuentran por debajo del TQ, donde el factor comin es la no sinergia

de los productos.
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Cuadro 3. Efecto de los extractos maduros y frescos sobre el desarrollo vegetativo de
vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”, después de seis semanas en invernadero

. . Peso

Codigo Tratamiento SI:rj\:: Pse(Un(:;t)a"O Raiz Foliar(g) Total
FT40  Fresco Tagetes spp. 40% 8,33% 751 % 9,77 22,70 32,47 %
FR40  Fresco raquis 40% g,12 acde 7 4p abc 838% 2393 32,32°
FTR40 Fresco Tagetes spp.+ raquis 40% 8,58 2 7,37 2cd 8,07 *° 23,37 31,43
FTR20 Fresco Tagetes spp.+ raquis 20% 8,16 ¢ 732  go7P 22,70 30,97 2°
FTR10 Fresco Tagetes spp.+ raquis 10% 8,20 2 7,53 % 7,17 °°% 2278 29,95 3
FTR30 Fresco Tagetes spp.+ raquis 30% 8,11 2% 7,562 6,35 %°'9" 2318 29,53 cde
FT30  Fresco Tagetes spp. 30% 8,27 3¢ 7,55 2 5,18 9"k 2385 29,03 2cdef
FR20  Fresco raquis 20% 8,32 % 7,54 % 6,78 %" 2223 29,02 aPcdef
TA Testigo absoluto g,12 abcde g 3gabede  gg7bcd 5100 28,77 Ul
MTR30 Maduro Tagetes spp.+ raquis 30% 8,18 2**¢ 75 % 5,87 €M 22 32 28,18 Pedelon
FR10  Fresco raguis 10% 8,10 2°de 7553 5,80 €9 22 07 27,87 Pederon
MTR40 Maduro Tagetes spp.+ raquis 40% 8,08 29" 73g2d 498Nk 2253 2752 cdefon
FR30  Fresco raquis 30% 8,25 a° 7,32 8cde  gggfohik 59 75 27,30 cdefon
FT20  Fresco Tagetes spp. 20% 8,10 acde 791 abcdel g 5p defa 50,70 27,22 CdefOn
MTR10 Maduro Tagetes spp.+ raquis 10% 855 2 752 % 5,35 9k 2168 27,03 defon
FT10  Fresco Tagetes spp. 10% 7,97 2% 73434 550 MK 2150 27,00 %"
MT30  Maduro Tagetes spp. 30% 7,99 2% 735l 487%™ 2180 26,67 ¢
MR20  Maduro raquis 20% 7,30 6,99 " 5309 21,27 26,57 "
MTR20 Maduro Tagetes spp.+ raquis 20% 8,00 3°°%" 754 5,88 19N 20 45 26,33 979N
TQ Testigo quimico 7,82 abcdel 7 qq bedel g oz el 1993 2g,17 defon
MR40  Maduro raquis 40% 7,55 %0 6,87 483% 21,02 2585 "
MT10  Maduro Tagetes spp. 10% 753" 701 5339 20,25 2558 "
MT20  Maduro Tagetes spp. 20% 7,35 7,25 2% 5159 1992 25,07 %"
MR30  Maduro raquis 30% 731" 6,82 420% 2062 2482"
MR10  Maduro raquis 10% 780 2% goqa % 5239 1952 24,75"
MT40  Maduro Tagetes spp. 40% 7,43 % 6,86 480% 1960 2440"

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05)
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3.4.2 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas
protegidas con extractos maduros y frescos a diferentes niveles de

concentracion

Siete dias después de la inoculacion con Radopholus similis, se encontraron diferencias
significativas para la variable peso radicular (p<0,0015). El nimero de nematodos en las raices
también fue menor en plantas protegidas con extractos botanicos de Tagetes spp. y raquis de
banano que en plantas del testigo inoculadas con nematodos (TN), presentando diferencias
significativas (p<0,0139). Los porcentajes de penetracion en plantas con los tratamientos se
establecieron en los rangos entre 3 a 15%, en comparacion al 36,6% del TN. De los 24
tratamientos evaluados 14 fueron superiores al testigo quimico (10 ppm de Terbufos 10GR),
teniendo porcentajes de penetracion entre 3 a 8%, con reducciones en la penetracion de R.

similis que oscila entre 77 y 91% (Cuadro 4).

Los tratamientos de extractos frescos presentaron los mejores resultados en el ensayo
de penetracién, puesto que de los 14 mejores el 71% pertenecen a extractos frescos y 29% a
maduros. Cabe sefialar que los extractos maduros que tienen efecto positivo en la penetracion

son los combinados a altas concentraciones, exceptuando el MR40.
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Cuadro 4. Efecto de los extractos maduros y frescos sobre la penetracion de R. similis en
vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”, después de tres semanas en invernadero

Peso - i0

Caodigo Tratamientos . (?) Nematodos Penetracion PeRr?:tl:g:ign

Raiz Foliar  Total Total % %
FR30 Fresco raquis 30% 3,00 Pbedefeh 11 63 14,63 17 ¢ 3,33 91
MTR20 Maduro Tagetes spp.+ raquis 20% 3,05 °¢9¢f0 1137 14,42 17 cd 3,33 91
FT10 Fresco Tagetes spp. 10% 2,77 bedefah 1078 1355 25 Pcd 5,00 86
FTR40 Fresco Tagetes spp.+ raquis 40% 2,80 bedefah 11 10 13,90 25 bed 5,00 86
FR10 Fresco raquis 10% 240" 11,80 14,20 33 bed 6,67 82
FR40 Fresco raquis 40% 2,68 9" 1125 13,93 33 bed 6,67 82
FT30 Fresco Tagetes spp. 30% 2,60 €fah 10,63 13,23 33 bed 6,67 82
FTR30 Fresco Tagetes spp.+ raquis 30% 2,62 €foh 10,65 1327 33 bed 6,67 82
MTR30 Maduro Tagetes spp.+ raquis 30% 2,50 fon 10,65 13,15 33 bed 6,67 82
MTR40 Maduro Tagetes spp.+ raquis 40% 2,72 ¢defah 1250 1492 33 bed 6,67 82
FR20 Fresco raquis 20% 2,67 efon 10,65 13,32 49 bed 8,33 77
FT20 Fresco Tagetes spp. 20% 3,30 abed 10,75 14,05 42 bed 8,33 77
FT40 Fresco Tagetes spp. 40% 3,17 @cde 1053 13,70 42 bed 8,33 77
MR40 Maduro raquis 40% 2,52 fon 10,65 13,17 42 bed 8,33 77
FTR10 Fresco Tagetes spp.+ raquis 10% 2,62 €fah 11,67 14,28 50 be 10,00 73
MR10 Maduro raquis 10% 2,72 ceefdh 1057 13,28 50 ¢ 10,00 73
MT20 Maduro Tagetes spp. 20% 2,55 €fah 10,02 1257 5Q be 10,00 73
MTR10 Maduro Tagetes spp.+ raquis 10% 243 9" 11,47 13,90 50 be 10,00 73
FTR20 Fresco Tagetes spp.+ raquis 20% 2,50 fon 10,67 13,17 5g be 11,67 68
TQ Testigo quimico 3,33 ¢ 11,80 15,13 58 be 11,67 68
MR20 Maduro raquis 20% 2,60 fon 10,60 13,20 67 e 13,33 64
MR30 Maduro raquis 30% 2,62 efah 10,63 13,25 67 be 13,33 64
MT40 Maduro Tagetes spp. 40% 2,53 fo 10,93 13,47 67 b° 13,33 64
MT10 Maduro Tagetes spp. 10% 3,68 2 11,12 1480  75° 15,00 59
MT30 Maduro Tagetes spp. 30% 3,12 ocdef 1197 15,08 75 be 15,00 59
TN Testigo nematodos 2,08 bedefoh  g9g7 1285 1832 36,67 0

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05)

3.4.3 Ensayo de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas protegidas

con extractos maduros y frescos a diferentes niveles de concentracion

Luego de seis semanas de establecido el ensayo, los tratamientos presentaron
diferencias significativas para las variables altura de planta (p<0,0037) y diametro de
pseudotallo (p<0,0364). Para la variable altura de planta los cinco tratamientos que mejor se
ubicaron fueron FTR30, MR40, FTR20, FR40, FTR40 y para el diametro de pseudotallo los
cinco mejores ubicados fueron FTR30, MR40, FR40, FTR20, MT40; siendo todos

estadisticamente similares con el testigo nematodos y diferentes del testigo quimico. Dieciséis
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de los extractos maduros y frescos presentaron una disminucién en la cantidad de Radopholus

similis, siendo estadisticamente similares al control quimico (10 ppm de Terbufos 10GR). De

igual forma diecisiete tratamientos presentaron tasas de reproduccion similares al testigo

quimico (1,40) y el rango oscilo entre 1,63 a 2,40, siendo estadisticamente diferente

(p<0,0017) al testigo inoculado con nematodos (2,93).

Cuadro 5. Efecto de los extractos maduros y frescos sobre el control de R. similis en

vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”, después de Seis semanas de inoculadas

Cédigo Tratamientos Altura  Pseudotallo L(g)_ Nematados Biocontrol  Tasa de_ ,

planta (cm) (mm) Raiz Foliar totales % reproduccion
TQ Testigo quimico 4,2° 4,81° 302 846 700 52 1,40 *
MR40  Maduro raquis 40% 522 571 % 377 1107 817" 44 1,63 ™
FRA0  Fresco raquis 40% 5,0 3¢ 565 340 11,23 942" 36 1,88 Pcd
MTR40 Maduro Tagetes spp.+ raquis 40% 47 3% 54934 597 10,03 958 " 35 1,92 bed
FR30  Fresco raquis 30% 503 5503°d 313 950 967 P 34 1,93 Pede
MTR20 Maduro Tagetes spp.+ raquis 20% 44 %" 53734 347 1005 975 "% 34 1,95 bede
MTR30 Maduro Tagetes spp.+ raquis 30% 4,8 %% 55423 397 1047 975 % 34 1,95 Peaef
MR30 Maduro raquis 30% 4,4°%" 510 2,88 8,95 992 Podef 32 1,08 bodef
MT30 Maduro Tagetes spp. 30% 4,7°3cdl  gegabcd 367 1173 992 Pedef 32 1,08 bedef
FR20  Fresco raquis 20% 4934 5agq@cd o83 918 1008 % 31 2,02 Pedefo
FR10  Fresco raquis 10% 503 54639 330 9,68 1042 Pedel 29 2,08 Pedefo
FTR30 Fresco Tagetes spp.+ raquis 30% 522 5772 4,05 12,28 1042 %9 29 2,08 Pedef
FT40  Fresco Tagetes spp. 40% 42 519°€ 268 883 1050 "%’ 28 2,10 Pedefo
MT20 Maduro Tagetes spp. 20% 4,4 % 5439 328 10,48 1083 %9 26 2,17 Pedeto
MTR10 Maduro Tagetes spp.+ raquis 10% 4,8 2% 548 337 923 1100 % 25 2,20 Pedero
MR10 Maduro raquis 10% 4,83cde g g3zabcd 333 10,72 1158 U9 21 2,32 cdefo
MT10 Maduro Tagetes spp. 10% 4,7 8cdet 5 ap80cd 335> 11,65 1200 °Uf9 18 2,40 c9e’9
FTR40 Fresco Tagetes spp.+ raquis 40% 5029 5573 310 10,62 1283 °%°M 13 2,57 °Uefo
FT20  Fresco Tagetes spp. 20% 41" 5,09 % 2,67 950 1308 %™ 11 2,62 €'
MR20  Maduro raquis 20% 503 ggpacd 398 932 1308 %M 11 2,62 defo
FTR20 Fresco Tagetes spp.+ raquis 20% 51 % 562° 343 11,08 1333 %™ 9 2,67 %10
MT40 Maduro Tagetes spp. 40% 4934 5613° 337 10,38 1342 % 9 2,68 def0
FTR10 Fresco Tagetes spp.+ raquis 10% 450" goghbede o585 962 1433 %M 2 2,87 €'
FT10  Fresco Tagetes spp. 10% 4,6 %" 5o7bcde 365 953 1450 °¢ 1 2,90
FT30  Fresco Tagetes spp. 30% 4,6 "% 5373 32 1160 1458 ' 1 2,92 ©'
TN Testigo nematodos 473 g535acd 317 997 14679 0 2,939

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05)
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3.5 Discusién

Estd comprobado que plantas del genero Tagetes tiene actividad fitotoxica a
fitonamatodos (Morallo 1987, Topp et al. 1998). Esta actividad nematicida esta relacionada a
los metabolitos secundarios solos 0 en grupos de compuestos pueden provocar reacciones
toxicas de forma inmediata 0 a largo plazo en los organismos, dependiendo de la parte
empleada y la dosis suministrada (Ocampo et &l. 2007). Muchas especies de plantas pueden
producir al transformarse en extractos o mediante secreciones propias productos aleloquimicos
de alta toxicidad (Haugland y Brandsaeter 1996), siendo utilizados como una alternativa a los
herbicidas (Lee et al. 2002).

El bioensayo del efecto de los extractos sobre las variables de crecimiento de la planta
quedd demostrado que extractos tanto maduros como frescos promueven el desarrollo de
plantas de banano, sin presentar sintomatologia toxicoldgica, contrario a lo que reportan Kil et
al. (2002) quienes encontraron que extractos acuosos de Tagetes minuta a altas
concentraciones presentaron efectos alelopaticos en la germinacién de semillas de Lotus
corniculatus y Lactuca sativa, donde encontré que una malformacion en la raiz y falta de
pelos absorbentes que limito la absorcion de nutrientes; el mismo efecto fue observado por
Machado (2007) quien en sus experimentos utilizé semilla de Bromus tectorum la cual fue
expuesta a extractos acuosos de varias especies entre ellas Tagetes spp., encontrando
inhibicion en la germinacion, pérdida de crecimiento, bajo desarrollo de brotes y poco
desarrollo radicular. La variable peso radical de la planta tubo un incremento significativo
(p<0,0001) con respecto a sus testigos, al utilizar extractos frescos de Tagetes spp. y raquis a
los niveles mas altos de concentracién (30 y 40%) a diferencia de los extractos maduros cuyo
efecto fue minimo. Esto difiere con lo reportado Araya (2009) report6 que infusiones de flores
de Datura suaveolens con dosis entre 5y 20% presentaron reducciones en el peso radical de la
planta de banano al ser utilizadas para el control de Radopholus similis, por lo que considera
que estas dosis tuvieron un efecto toxico en el sistema radical de la planta de banano. Por otra
parte, el raquis de banano al ser utilizado en su mayoria para el compostaje ha sido estudiado
en forma de lixiviados para el control de algunas enfermedades (Baquero et al. 2000, Giraldo
et 4l. 2000, Larco et &l. 2004). Estudios realizado por Alvarez et &l. (2000) concluyeron que al

utilizar el 5% de concentracion de lixiviados de raquis de platano lograron una reduccion
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significativa Sphaerotheca panosa var. rosae en el cultivo de rosas, pero a concentraciones

superiores al 50% se encontro que causaba fitotoxicidad en el follaje.

Los resultados obtenidos en los ensayos de penetracion y biocontrol realizados en este
estudio demuestran que; para el ensayo de penetracion tanto extractos Tagetes spp. y raquis de
banano independientes de la concentracion tienen un efecto en la reduccion de la penetracion
de R. similis, alcanzando reducciones superiores al 91% incluso superiores al testigo quimico
con 68%. Asimismo, este efecto de reduccién en la penetracion fue encontrado mayormente
en extractos frescos que en maduros. Este hallazgo es de suma importancia, ya que los
extractos pueden ser utilizados inmediatamente después de su preparacion, lo cual significa un
ahorro en tiempo y en dinero de mantenimiento y produccion del extracto. Resultados
similares fueron encontrados por Walia y Gupta (1997) cuando evaluaron extractos acuosos de
Tagetes spp. de 30 y 60 dias maduracion, encontrando un efecto de inmovilizacién e
inhibicion en la eclosion de huevos de M. javanica en extractos jovenes de 30 dias, mientras
que los efectos se redujeron levemente en extractos de 60 dias. La cualidad de los Tagetes spp.
para el control de nematodos se le atribuye al contenido de Triofenos que se encuentran en el
interior de los tejidos de la planta (Winoto 1969, Morallo 1987, Topp et al. 1998). McKenry
(1991) aclara que aparte de los Triofenos existen otros compuestos que estan en el interior de
la planta y que tiene potencial biocida; entre los otros compuestos presentes en el género
Tagetes resaltan los terpenoides, polythienyls, bithienyls, terthienyl y piretrinas (Bakker et al.
1979, Vasudevan et al.1997, Chitwood 2002, Mya et al. 2002).

Por otra parte, en otros patosistemas se ha evaluado que el &cido fllvico obtenido a
través del compostaje de raquis de platano a bajas concentraciones ha logrado controlar
enfermedades como Mycosphaerella spp. en platano (Escobar y Castafio 2005) y mildiu
polvoso en rosas (Alvarez et &l. 2002). Ademas, Larco (2004b) afirma que lixiviados del
compostaje de raquis de banano o platano puede funcionar como un insumo preventivo contra

la Sigatoka Negra.

El ensayo de biocontrol por su parte reveld que extractos de Tagetes spp. y raquis tiene
un efecto de biocontrol sobre Radopholus similis, similar estadisticamente al testigo quimico
(Terbufos 10 GR). Este efecto también lo observo Carranza (2004), cuando evalud extractos

de Asparagus officinalis, Tagetes tenuifolia y Crotalaria longirostrata, donde no se evidencio
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un efecto de control al utilizarlos sobre el nematodo fitoparasito Meloidogyne sp. en el cultivo
de zanahoria bajo condiciones de invernadero. Resultados atipicos también los encontré Prada
(1996) cuando evalud extractos acuoso de Allium satium, Tagetes spp., Carica papaya y
Cynodon dactylon contra M. incognita en plantas de frijol donde el extracto de Tagetes en vez
de reducir el enquistamiento y el nimero de nematodos final lo aumento. En ensayos
realizados por Araya (2009) utilizando una infusion y un biofermento de D. suaveolens para el
control de R. similis observo la poca efectividad que tienen estos productos ya que no encontro
diferencias en el nimero de nematodos totales al final del experimento. Productos botanicos
comerciales como el Nemagold al 5% que es fabricado a base de Tagetes erecta y algas
marinas también ha mostrado poca eficacia al ser evaluado en forma in vitro (Araya 2008).

Insunza et al. (2001) afirman que la actividad nematicida de extractos acuosos puede
verse afectada por factores como la presencia en el agua de compuestos tdxicos, microbianos,
fuerza osmotica, alteraciones en el pH o simplemente la eliminacién de oxigeno en las
soluciones. Por otra parte, Ramirez et al. (2001) mencionan que ese efecto puede deberse a
que la concentracién pudo haber sido baja o que los compuestos quimicos de la planta no
actian de la misma manera sobre los organismos. Asimismo, los métodos de aplicacién de los
extractos botanicos tienen que ser evaluados para cada patosistema en particular con la

finalidad de encontrar una mayor eficiencia del control.

Extractos de Tagetes spp. y raquis de banano demostraron en los ensayos evaluados
que inducen el crecimiento de la planta de banano, este resultado también lo obtuvo Natarajan
et al. (2006), quienes observaron un incremento en el nimero de hojas y altura de planta de L.
escolentum al aplicar extractos acuosos frescos de Tagetes erecta sobre la superficie del suelo
que contenia M. incognita; asimismo Olabiyi (2008) encontré al evaluar cuatro niveles de
concentraciones de extractos acuosos de raices de marigold (Tagetes spp.), albahaca y Nitta
una disminucion en poblaciones de Meloidogyne incognita, ademas reporta un incremento en
altura de planta, nimero de hojas y produccion de frutos de Tomate cv. DT 69/257. En el caso
de extractos de raquis que presentaron resultados muy prometedores sobre las variables de
crecimiento de la planta, la poca informacion cientifica documentada hace que se contraste los
resultados con el principal uso de raquis que ha sido los lixiviados provenientes del
compostaje que han demostrado tener efectos sobre el crecimiento de las plantas, es por eso

que Russo et al. (1995) evaluaron el crecimiento de plantulas de banano cv. “Gran Enano”
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aplicando pequefias dosis del bioestimulante himico extraido del raquis de banano, donde
obtuvieron incrementos significativos en el crecimiento radical, area foliar y biomasa de las
hojas. Arreola (1993) también encontro que extractos himicos obtenidos a partir de pinzote de
banano parcialmente descompuesto puede emplearse como bioestimulante del crecimiento de
plantas de banano en condiciones de vivero. Por su parte Mufioz y Madrifidn (2005)
encontraron que con la aplicacion de lixiviados de raquis de platano a una concentracion del
25% se logra promover la actividad microbiana del suelo, teniendo un mayor aumento en la
floracion en plantas de tomate; posiblemente estos efectos son el resultado de la alta
composicion mineral y el alto contenido de potasio que posee el raquis (Belalcézar et al. 1991;
Escobar y Castafio 2005).

3.6 Conclusiones

e Los extractos de Tagetes spp. y raquis de banano en niveles de concentracion

elevados demostraron no tener efectos toxicos sobre vitroplantas de banano.

e Se logré determinar que extractos frescos tienen un efecto de promocion de
crecimiento sobre el desarrollo de la planta de banano, puesto que promueven el
aumento de la biomasa, esto comparandolos con extractos maduros cuyos efectos

en el crecimiento fueron nulos.

e Se determin0 que extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano reducen la
penetracion del nematodo Radopholus similis donde presentaron porcentajes que
van desde 77 a 91%, los cuales fueron superiores al Terbufos 10GR (68%).

e Dieciséis de los tratamientos de extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis de
banano presentaron igual actividad de control que el testigo quimico y

diferenciandose estadisticamente del testigo absoluto.

e Extractos que contenian como producto el raquis de banano (frescos y maduros)
demostraron en los tres ensayos que promovian el aumento de la biomasa de la
planta de banano, por lo que puede ser considerado a futuro una alternativa a de

fertilizacion.
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4 ARTICULO II.

Biocontrol del nematodo barrenador Radopholus similis
mediante extractos acuosos de Tagetes spp. Y raquis de banano
combinados con microorganismos endofiticos

4.1 Introduccion

Una de las limitaciones en la produccion de banano después de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis) es sin duda el manejo de los nematodos fitoparasitos causantes de
un sinnimero de dafios al sistema radical (Araya 2003 y Gowen et &l. 2005). Varias son las
especies reportadas que atacan a los bananos, pero se considera que Radopholus similis es el
principal problema en plantaciones comerciales especialmente del subgrupo Cavendish
(O’Bannon 1977, Sarah 1989, Sarah et al. 1996). Plantaciones comerciales en América Latina
basan su control en el uso de dos a cuatro aplicaciones de nematicidas granulados carbamatos
y organofosforados para mantener la produccion y reducir el dafio causado por los nematodos
(Marin 2005, Sikora et al. 2007). Ciclos multiples de nematicidas han conducido a la pérdida
de microflora y microfauna del suelo, ademas de incrementar su biodegradacion convirtiendo
las moléculas en metabolitos no toxicos (Araya 2000, Moens et al. 2003). Para disminuir este
efecto, Sikora et al. (2005) mencionan que la disminucién o el escalonamiento de los
nematicidas es una alternativa viable, tanto por razones econémicas como ambientales, sobre
todo para cultivos perennes; por tal razon se necesitan nuevas metodologias alternativas, sean

estas bioldgicas o basadas en la naturaleza quimica de las plantas (Sikora y Pocasangre 2004).

Alternativas bioldgicas para el control de R. similis han sido muy estudiadas en las
ultimas dos décadas en la region Latinoamericana. Resultados prometedores se han obtenido
usando hongos y bacterias endofiticas provenientes de plantaciones organicas o de bajo uso de
nematicidas, los cuales han presentado un alta actividad antagonica (Pocasangre 2000, zum
Felde 2002). Hongos endofiticos han demostrado reducir las poblaciones de R. similis entre un
80 a 90%, mientras que bacterias lo han hecho entre un 70 a 80% (Meneses 2003, Pocasangre
et al. 2004, Nufez 2006). Por su parte Chavez (2007) demostré que puede existir un efecto
aditivo en los mecanismos de accion de los agentes biologicos, con porcentajes de biocontrol
de hasta un 93%.
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Varias plantas que tiene en su interior metabolitos secundarios que son secretados
como defensa al ataque de un patégeno externo. Dentro de los compuestos fitoquimicos mas
relevantes para el control de nematodos Chitwood (1992) menciona a los alcaloides,
acetilenos, acidos carboxilicos, compuestos fenolicos y terpenoides. Plantas del género
Tagetes (Asterdcea) tienen un amplio reconocimiento por sus propiedades fungicidas,
insecticidas y sobre todo las nematicidas, debido a la presencia de compuestos tiofendlicos en
sus tejidos (Chang et al. 1975, Morallo 1987, Montes y Garcia 1997). El raquis de banano es
un subproducto que se obtiene como consecuencia del ciclo vegetativo de la planta al
momento de la cosecha. Entre los multiples que se han encontrado es la fabricacion de papel
(Alfaro 2004), la trasformacion a sustrato para hongos comestibles (Motato et al. 2006) y la
obtencion de lixiviados por medio del compostaje (Larco 2004a). Esta ultima ha sido una de
las mas estudias hasta el momento, donde se reporta su uso en el control de enfermedades
como Mycosphaerella fijiensis, Ralstonia solanacearum, (CIAT 2004, Larco 2004b, Ortiz y
Jiménez 2009).

Multiples estudios demuestra el efecto biocontrolador de los microorganismos
endofiticos sobre el nematodo Radopholus similis, actuando de forma individual como
combinada; por otra parte los estudios realizados utilizando extractos botanicos a base de
Tagetes spp. para el control de Radopholus similis son escasos, aunque su efectividad en otras
especies de nematodos esta comprobada; para el caso del raquis no existe reportes de uso de
extractos o lixiviados para controlar nematodos, por tales razones este estudio esta enfocado a
determinar si existe sinergia entre estos componentes. Por consiguiente el objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto de extractos de raquis de banano y Tagetes spp.
enriquecidos con cuatro hongos y cuatro bacterias endofiticas sobre el control de Radopholus
similis tanto en invernadero como en laboratorio; adicionalmente se evalué por separado el
efecto de extractos de 6rganos de Tagetes spp. sobre el control de R. similis en condiciones in

vitro e in vivo.
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4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Material experimental

En este estudio se realizaron cuatro ensayos (dos in vitro y dos in vivo), utilizando para
el ensayo in vivo vitroplantas de banano (Musa AAA) del cultivar “Gran Enano” provenientes
de un laboratorio comercial de cultivo de tejidos. Para dos ensayos (in vitro e in vivo) se
utilizaron los extractos de Tagetes spp. y raquis de banano solos y combinados con
microorganismo endofiticos (hongos y bacterias) purificados en el laboratorio de nematologia
del CATIE. Para los otros dos ensayos se evaluaron extractos de raiz, tallo, hojas y flores de

Tagetes spp. de forma in vitro como in vivo.

Los microorganismos endofiticos que se utilizaron para este experimento son cuatro
cepas de bacterias y cuatro cepas de hongos endofiticos que son parte de las colecciones que
posee el laboratorio de nematologia del CATIE; estas fueron seleccionadas porque han
demostrado excelentes resultados como microorganismos de biocontrol para el nematodo
barrenador R. similis, siendo estos evaluados de una forma individual (hongo y bacteria por
separado) como combinada (interaccion hongo-bacteria) obteniendo excelentes resultados

hasta el momento (Chévez 2007).

Los microorganismos endofiticos evaluados fueron cuatro cepas de bacterias, dos del
género Bacillus spp. (B21 y B31) y dos del género Pseudomonas spp. (P52 y P58), aisladas
por Nufiez (2006) provenientes de fincas comerciales de la Zona Atlantica de Costa Rica.
Ademas se utilizaron cuatro cepas de hongos endofiticos, dos del género no patogénico de
Fusarium oxysporum (E3 y E4), recolectadas en Costa Rica y dos cepas de Trichoderma
atroviride (E1 y E2), provenientes de Guatemala y Costa Rica (zum Felde 2002, Cafiizares
2003). Se evalué un total de ocho extractos solos (sin microorganismos), veinticuatro

combinaciones, un testigo absoluto, un testigo referencial y un testigo quimico.
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4.2.2 Preparacion de suspensiones de microorganismos endofiticos

La preparacion de suspensiones de esporas para hongos endofiticos se realizé de la
forma que lo describe Meneses (2003); esta consiste en utilizar cultivos de 15 a 20 dias de
crecimiento en medio PDA al 100%, agregandole 20 ml de agua destilada al plato para con un
movimiento de rayado en forma circular con una espatula de bordes redondeados se logre
remover el micelio del hongo, posterior a esto se filtr6 la solucion con una malla fina
decantandola en un beaker de 100 ml, luego se afiade 80 ml de agua destilada para llegar a un
volumen de 100 ml de solucion madre. A las soluciones resultantes de este proceso se les
realiz6 un conteo para medir la concentracion de esporas mediante el hematocimetro de

Neubauer, para luego ajustar la solucién a una concentracion de 1 x 10° esporas ml™.

Para las suspensiones de bacterias se realizo utilizando un procedimiento similar al
descrito en el parrafo anteriormente, solo que para este caso se utilizaron cultivos de 3 a 5 dias
de establecidos en medio AN al 100%. Una vez obtenida las soluciones madre se procedid a
realizar un conteo en el hematocimetro de Neubauer, para luego se ajustar la solucion a una

concentracion de 1 x 10° esporas ml™.

Figura 8. Protocolo de preparacion de suspensiones de microorganismos.

4.2.3 Metodologia para obtencion de extractos acuosos licuados

Los extractos acuosos frescos de Tagetes spp. y raquis de banano se realizaron
mediante una metodologia nueva y no descrita en la literatura. El material vegetal fue triturado
utilizando una licuadora de dos velocidades, promoviendo de esta manera la liberacion de

metabolitos secundarios que se encuentran en el interior de las células.

El método consistio en triturar de forma total el material vegetal utilizando una
licuadora de dos velocidades, colocando dos partes de una solucion preparada de
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microorganismos (hongos, bacterias y hongo-bacteria) y una parte de material vegetal pre-
picado, obteniendo un extracto proporcion 2:1. Hecho esto se procedié a licuar durante 30
segundos a diferentes velocidades, primero 10 segundos en velocidad “17, luego 10 segundos
en velocidad “2” y nuevamente 10 segundos en velocidad “1”, esto para asegurar que el
material este totalmente triturado; terminado el proceso el contenido fue depositado en un
colador y se procedio a exprimir el residuo de forma manual para extraer la mayor cantidad de
extracto posible. Finalmente los extractos obtenidos fueron almacenados en contenedores

herméticos a 4°C.
4.2.3.1 Elaboracion de extractos acuosos licuados combinados con microorganismos

La preparacion de extractos acuosos licuados frescos con microorganismos de Tagetes
spp. consistio en tomar toda la planta (hojas, tallos, flores, excepto raiz) y picarla finamente
hasta obtener pequefios fragmentos para luego realizar una mezcla homogénea; por su parte el
raquis de banano fue picado hasta obtener segmentos de aproximadamente 1 a 1,5 cm?. Luego
se realizaron ocho soluciones madre para lo cual se tomo por separado un volumen de 200 ml
(70 g Tagetes spp. y 140 g raquis aproximadamente) de cada material para ser depositado en la
licuadora, se coloco 400 ml de agua de la llave para las soluciones puras (sin
microorganismos) y 400 ml de las soluciones preparadas de microorganismos (inciso 3.5.2),
para la solucion de hongos se colocé 200 ml de Fusarium oxysporum y 200 ml de
Trichoderma atroviride, la de bacterias 200 ml de Bacillus spp. y 200 ml de Pseudomonas
spp. y la combinada (hongo- bacteria) 100 ml de Fusarium oxysporum, 100 ml de
Trichoderma atroviride, 100 ml de Bacillus spp. y 100 ml de Pseudomonas spp., logrando asi
la proporcion 2:1. Al finalizar el proceso se obtuvo cuatro contenedores con 400 ml de
extractos acuosos de Tagetes spp. (uno solo y tres con microorganismos) y cuatro
contenedores con 600 ml de extracto acuoso de raquis de banano (uno solo y tres con
microorganismos), cada extracto fue almacenado en contenedores de 1000 ml a una

temperatura de 4 °C para ser utilizados al siguiente dia.
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Figura 9. Protocolo de elaboracion de extractos acuosos de Tagetes spp. Yy raquis
enriquecidos con microorganismos.

Las concentraciones utilizadas de los extractos fueron 10, 15, 20 y 25% para realizar
cada uno de los tratamientos (Cuadro 6); estas se realizaron en contenedores herméticos
individuales de 200 ml, donde se tomo de forma individual la cantidad de 20, 30, 40 y 50 ml
de cada solucion madre (extracto puro) de Tagetes spp. y raquis de banano, para
posteriormente llevarlas a un aforo de 200 ml afiadiendo agua de la llave.

4.2.3.2 Elaboracion de extractos acuosos licuados con 6rganos de Tagetes spp.

En la elaboracion de los extracto acuosos licuados de los 6rganos de la planta de
Tagetes spp. se utilizd la metodologia descrita el numeral 3.5.3. Para esto se tomo la raiz,
hojas, tallo y flores de la planta de Tagetes spp. que fueron finamente picadas por separado. Se
tomo un volumen de 60 ml (24 g de raiz, 22 g de hojas, 24 g de flor, 25 g de tallos) de cada
parte de la planta siendo colocado en la licuadora, luego se afiadio la cantidad de 120 ml de
agua de la llave, para lograr la proporcion 2:1. Finalmente se obtuvo la cantidad de 120 ml de
cada uno de los extractos de partes de Tagetes spp., siendo colectados y almacenados en

contenedores herméticos de 200 ml a una temperatura de 4°C.

Figura 10. Protocolo de elaboracién de extractos acuosos de hojas, raiz, tallo y flores de
Tagetes spp.
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Cuadro 6. Descripcion de los tratamientos de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano
enriquecidos con microorganismos endofiticos evaluados in vitro e in vivo

Cadigo Tratamientos
T10 Tagetes spp. 10%
T15 Tagetes spp. 15%
T20 Tagetes spp. 20%
T25 Tagetes spp. 25%
TH10  Tagetes spp. 10% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
TH15  Tagetes spp. 15% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
TH20  Tagetes spp. 20% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
TH25  Tagetes spp. 25% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
TB10  Tagetes spp. 10% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
TB15  Tagetes spp. 15% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
TB20  Tagetes spp. 20% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
TB25  Tagetes spp. 25% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
THB10 Tagetes spp. 10% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) +
Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
THB15 Tagetes spp. 15% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) +
Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atrovirid e (E1+E2)
THB20 Tagetes spp. 20%+ Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) +
Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
THB25 Tagetes spp. 25% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) +
Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
R10 Raquis 10%
R15 Raquis 15%
R20 Raquis 20%
R25 Raquis 25%
RH10  Raquis 10% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
RH15  Raquis 15% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
RH20  Raquis 20% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
RH25  Raquis 25% + Fusarium oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
RB10  Raquis 10% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
RB15  Raquis 15% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
RB20  Raquis 20% + Bacillus spp.(B21y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
RB25  Raquis 25% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58)
RHB10 Raquis 10% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) + Fusarium
oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atrovirid e (E1+E2)
RHB15 Raquis 15% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) + Fusarium
oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
RHB20 Raquis 20% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) + Fusarium
oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
RHB25 Raquis 25% + Bacillus spp.(B21 y B31) + Pseudomonas spp. (P52 y P58) + Fusarium
oxysporum (E3yE4) + Trichoderma atroviride (E1+E2)
TA Testigo absoluto (Sin hongos, bacterias 0 R. similis)
TQ Testigo quimico (Con R. similis y Terbufos 10GR)
TN Testigo nematodos
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Las concentraciones utilizadas de los extractos de partes de la planta fueron 10, 15, 20
y 25% para realizar cada uno de los tratamientos (Cuadro 7); estas se realizaron para el ensayo
in vitro en viales de vidrio de 40 ml de capacidad, donde se tomo 4, 6,8 y 10 ml de cada
solucion pura y para el bioensayo de penetracion en contenedores herméticos individuales de
200 ml, donde se tomo 20, 30, 40 y 50 ml de cada solucion pura; posteriormente se llevaron a
aforos de 40 ml y 200 ml afadiendo agua potable respectivamente.

Cuadro 7. Descripcion de los tratamientos de extractos de 6rganos de Tagetes spp. evaluados
en condiciones in vitro e in vivo

Caédigo Tratamientos
H10 Hojas 10%
H15 Hojas 15%
H20 Hojas 20%
H25 Hojas 25%
T10 Tallo 10%
T15 Tallo 15%
T20 Tallo 20%
T25 Tallo 25%
F10 Flor 10%
F15 Flor 15%
F20 Flor 20%
F25 Flor 25%
R10 Raiz 10%
R15 Raiz 15%
R20 Raiz 20%
R25 Raiz 25%
TA Testigo absoluto (Sin R. similis)
TQ Testigo quimico (Con R. similis y Terbufos 10GR)
TR Testigo referencial (Con R. similis)

4.2.4 Ensayo in vitro de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano

enriquecidos con microorganismos sobre el biocontrol de R. similis

En este ensayo se evalud el efecto in vitro en el tiempo de los extractos acuosos
licuados solos y combinados con microorganismos endofiticos que se obtuvieron a partir de la
metodologia del inciso 3.5.3.1. Los nematodos utilizados para el ensayo fueron recolectados
siguiendo la metodologia descrita por Pocasangre (2000), Meneses (2003) y Nufiez (2006), a
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partir del cultivo monoxénico de R. similis en discos de zanahoria; la concentracion a la cual

se ajustd la suspension de nematodos fue de 125 nematodos en 1 ml de suspension.

Se coloco en platos de Petri pequefios la cantidad de 1 ml de la suspension de
nematodos (125 nematodos), afiadiéndose la cantidad de 3,5 ml de solucién de cada
tratamiento (Cuadro 6); la evaluacion se realiz6 mediante el conteo individual de cada plato
con ayuda de un microscopio, contando Unicamente los nematodos que presentaban
movilidad, teniendo rangos de tiempo que fueron de 8, 16 y 24 horas luego de haberse
aplicado los tratamientos. Los extractos fueron comparados con un testigo absoluto y un

testigo quimico.

Figura 11. Metodologia utilizada en el ensayo in vitro de extractos acuosos de Tagetes spp. y
raquis enriquecidos con microorganismos endofiticos para el control de R. similis.

4.2.5 Ensayo de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas protegidas
con extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano enriquecidos

con microorganismos endofiticos

Se utilizaron plantas de seis semanas de endurecimiento colectivo en invernadero para
evaluar el efecto de extractos acuosos enriquecidos con microorganismos endofiticos en el
biocontrol de Radopholus similis, siendo comparados con un testigo absoluto, un testigo
referencial y un testigo quimico (Cuadro 6).

Las vitroplantas fueron sembradas en sustrato estéril en contenedores plasticos de 16
onzas de capacidad. La proteccién del material se realizé mediante la metodologia descrita en
el inciso 3.2.4.1. Dos semanas después de la proteccidn, se inoculd los nematodos siguiendo la
metodologia descrita en el numeral 3.2.5.2. Luego las plantas fueron distribuidas al azar en el
invernadero donde permanecieron por un lapso de seis semanas. Durante este tiempo se
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realizaron dos re-inoculaciones distribuidas de la siguiente forma: a) 8 dias antes de la
inoculacién con R. similis y b) 15 dias despues de la inoculacion con R. similis.

Finalizadas las seis semanas se procedié a la extraccion de los nematodos utilizando el
método descrito en el inciso 3.2.5.3. El porcentaje de biocontrol de los extractos acuosos
enriquecidos con microorganismos sobre R. similis se determind mediante la comparacion de
la poblacién final del nematodo en el sistema radical de las plantas que recibieron proteccion

con respecto a la cantidad final de R similis presente en las plantas del testigo referencial.

4.2.6 Ensayo in vitro de extractos de hojas, raiz, tallo y flores de Tagetes spp.

En el ensayo se evalud el efecto in vitro en el tiempo de extractos acuosos licuados de
hojas, raiz, tallo y flores de Tagetes spp. que se adquirieron a partir de la metodologia descrita
en el numeral 3.5.3.2. Los nematodos utilizados para el ensayo fueron recolectados siguiendo
la metodologia descrita por Pocasangre (2000), Meneses (2003) y Nufiez (2006), a partir del
cultivo monoxénico de R. similis en discos de zanahoria; la concentracién a la cual se ajusto la

suspension de nematodos fue de 105 nematodos en 1 ml de suspension.

Se coloco en platos de Petri pequefios la cantidad de 1 ml de la suspension de
nematodos (105 nematodos), afiadiéndose la cantidad de 3,5 ml de solucion de cada
tratamiento (Cuadro 7); la evaluacion se realiz6 mediante el conteo individual de cada plato
con ayuda de un microscopio, contando Unicamente los nematodos que presentaban
movilidad, teniendo rangos de tiempo que fueron de 8, 16 y 24 horas luego de aplicado los

tratamientos. Los extractos fueron comparados con un testigo absoluto y un testigo quimico.

Figura 12. Metodologia utilizada en el ensayo in vitro de extractos acuosos de hojas, tallos,
raiz y flores de Tagetes spp. para el control de R. similis.
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4.2.7 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas

protegidas con extractos acuosos de hojas, raiz, tallos y flores de Tagetes

SPp.

Vitroplantas de seis semanas de endurecimiento colectivo en invernadero fueron
evaluadas. Los extractos evaluados fueron obtenidos mediante la metodologia descrita en el
numeral 3.5.3.2 y fueron comparados con un testigo absoluto, un testigo referencial y un

testigo quimico (Cuadro 7).

Las vitroplantas fueron sembradas en sustrato estéril en contenedores plasticos de 16
onzas de capacidad. La proteccion del material se realiz6 mediante la metodologia descrita en
el inciso 3.2.4.1; realizdndose una segunda proteccion ocho dias después. Dos semanas
después de la primera proteccidn, se inoculd los nematodos siguiendo la metodologia descrita
en el numeral 3.2.5.2. Las plantas fueron distribuidas en el invernadero al azar, donde
permanecieron durante tres semanas; para este ensayo se establecieron siete repeticiones por

tratamiento.

4.3 Disefio experimental para los ensayos in vitro e in vivo

4.3.1 Ensayos in vitro

El ensayo se condujo en un disefio en bloques completamente aleatorizado con dos
factores, tratamientos y horas de evaluacion. Se considerd el efecto de las medidas repetidas
en el tiempo (horas) modelando la estructura de varianzas y covarianzas segun la variable
analizada. Para obtener los grados de libertad adecuados para cada uno de los efectos, se
consider6 un efecto aleatorio de la unidad experimental (UE). EI nimero de nematodos

moviles en el tiempo fue analizado bajo el siguiente modelo matematico:
Yij=u + Blog; + Tj + Hy + THjj + €
Donde:
M =Media general
Blog;= Factor de bloqueo (repeticiones)
T; = Efecto del j-ésimo tratamiento

Hx = Efecto del tiempo de evaluacion
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THij = Efecto de interaccion de tratamientos y tiempo de evaluacion

€k = Término de error aleatorio independiente y supuestamente distribuido normal con

media cero y varianza constante.

4.3.2 Ensayos in vivo

Los analisis estadisticos se realizaron mediante la utilizacion de modelos lineales
generales y mixtos para evaluar los bioensayos de toxicidad, penetracion y biocontrol. El
ensayo se condujo en un disefio completamente aleatorizado con dos factores, tratamientos y
semanas de evaluacion. Se considero el efecto de las medidas repetidas en el tiempo (semanas)
modelando la estructura de varianzas y covarianzas segun la variable analizada. Para obtener
los grados de libertad adecuados para cada uno de los efectos, se considerd un efecto aleatorio
de la unidad experimental (UE). Las variables altura, didmetro de pseudotallo y nimero de

hojas fueron analizadas bajo el siguiente modelo matematico:

Yij=p+Ti+ S+ TS+ €

Donde:
M = Media general
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento
S; = Efecto semana

TSi; = Efecto de interaccion de tratamientos con semanas

€ = Término de error aleatorio independiente y supuestamente distribuido normal con

media cero y varianza constante.

Para las variables peso foliar, peso radical, peso total y nimeros de nematodos se
realiz6 un analisis de varianza ANOVA para encontrar diferencias entre los tratamientos al

final del ensayo. EI modelo matematico para estas variables fue:
Yij=p+ T+ &j
Donde:
Yij = Variable a medir

M =Media general

T; = Efecto del i-ésimo tratamiento
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€ix = Término de error aleatorio independiente y supuestamente distribuido normal con

media cero y varianza constante.

Como no se cumplieron los supuestos distribucionales se realizaron transformaciones a
raiz o rangos segun se dio el caso. Cuando se rechazo la hipétesis nula del ANOVA se usé la

prueba de comparacion de medias LSD de Fisher trabajando con un nivel de significacion de
0,05.
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4.4 Resultados

4.4.1 Ensayo in vitro de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano

enriquecidos con microorganismos sobre el biocontrol de R. similis

Los resultados del ensayo in vitro de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano
enriquecidos con hongos y bacterias endofiticas evaluados en el tiempo reflejan que algunos
tratamientos interactian con el tiempo (p<0,0001, Figura 13). Sin embargo, el efecto de los
factores tiempo y tratamiento fueron importantes (p<0,0001 en ambos factores). Los analisis
indican que existe un efecto de los tiempos de evaluacion, puesto que a medida que pasa el
tiempo y el nematodo se encuentra en contacto con el tratamiento la movilidad registrada va
decreciendo (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de los tratamientos en el tiempo sobre la paralisis/inmovilizacion de R.
similis.

En la grafica anterior se puede apreciar que existen dos grupos bien definidos, los que
ejercieron un efecto directo (tratamientos con Tagetes spp.) desde la primera evaluacion y los
que ejercieron un efecto mas conservador (tratamientos con raquis), estos ultimos sin llegar a

alcanzar en ninguna de las tres evaluaciones el potencial inhibidor de los extractos con Tagetes
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spp. También se puede observar que la varianza de los tratamientos basados en Tagetes spp. es

menor a los de raquis.

A las 8 horas lo extractos de Tagetes spp. presentaron un poder de biocontrol entre 71 a
89% y los de raquis entre 30 a 57% superando asi al control quimico (21%). A las 16 horas
hubo un aumento en la inmovilidad de los nematodos ya que el poder biocontrolador aumento
en los dos grupos de extractos, para este tiempo aun el control quimico seguia siendo inferior a
los extractos. A las 24 horas se determin6 una separacion comparativa radical de los extractos
de Tagetes spp. y raquis de banano, cuyo punto centro fue el TQ); a este tiempo los nematodos
maviles encontrados en extractos de Tagetes spp. teniendo porcentajes de biocontrol entre 95
y 100%, mientras que los extractos de raquis presentaron porcentajes inferiores al control
quimico (44%) (Cuadro 8).

4.4.2 Ensayo de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas protegidas
con extractos acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano enriquecidos

con microorganismos endofiticos

Los resultados luego de seis semanas de protegidas las plantas con extractos
enriquecidos con microorganismos endofiticos demuestran que existieron diferencias
significativas al limite para las variables altura de planta (p<0,0436) y diametro de pseudotallo
(p<0,0318); mientras que las variables peso radical (p<0,0001), foliar (p<0,0009) y total

(p<0,0001) presentaron una alta significancia.

Veintiocho de los tratamientos presentaron una disminucion en la poblacion final de R.
similis en el sistema radical de 68 a 89% en comparacion con el testigo nematodos,
presentandose diferencias altamente significativas (p<0,0001). Diez de los tratamientos
presentaron biocontrol superior al testigo quimico (77%) con rangos entre 78 y 89%. Mientras
que ocho de los tratamientos que presentaron biocontrol entre 73 a 77% tuvieron un efecto

estadisticamente similar al control quimico (Cuadro 10).
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Cuadro 8. Efecto en el tiempo de los extractos de Tagetes spp. y raquis de banano solos y
enriquecidos con microorganismos sobre el control de R. similis en condiciones in vitro

Moviles Biocontrol Moviles Biocontrol Moviles Biocontrol

- T )
Codigo ratamientos 8 horas % 16 horas % 24 horas %
TB20  Tagetes spp. 20% + Bacterias 11 M 89 g i 94 o' 100
THB20 Tagetes spp. 20%+ Hongos y Bacterias 18 M 83 g M 90 0! 100
T15 Tagetes spp. 15% 20 81 10" 89 o 99
TB15  Tagetes spp. 15% + Bacterias 12N 89 g 94 g 99
THB15 Tagetes spp. 15% + Hongos y Bacterias 18 ™ 83 10 M 89 g 98
TB25  Tagetes spp. 25% + Bacterias 11 M 89 7 93 g 98
TH15  Tagetes spp. 15% + Hongos 27 N 74 17" 82 1" 98
TH20  Tagetes spp. 20% + Hongos 25 M 75 15 M 84 g h 98
THB25 Tagetes spp. 25% + Hongos y Bacterias 17 M 84 11" 88 g h 98
THB10 Tagetes spp. 10% + Hongos y Bacterias 20 ™ 80 g 90 g 97
T20 Tagetes spp. 20% 18 M 83 12 87 2 i 97
TB10  Tagetes spp. 10% + Bacterias 17 M 84 7N 93 2N 97
TH25  Tagetes spp. 25% + Hongos 24 M 77 18" 81 2N 9%
T10 Tagetes spp. 10% 30 M 71 20 M 79 g M 95
TH10  Tagetes spp. 10% + Hongos 25 M 75 14 M 85 2 95
T25 Tagetes spp. 25% 26 N 75 14 M 85 gn 95
TQ Testigo quimico g1 b° 21 71¢ 22 26" 44
RH10  Raquis 10% + Hongos g defgh 47 45 fon 51 30 M 37
RHB20 Raquis 20% + Hongos y Bacterias 47 &N 54 41 9 55 36 M 24
RH15  Raquis 15% + Hongos 53 efon 49 50 efoh 45 37 M 22
RB25  Raquis 25% + Bacterias 44 fon 57 56 defan 38 3g 9 19
RHB10 Raquis 10% + Hongos y Bacterias 51 efah 51 46 fon 50 39 9 18
R15  Raquis 15% 64 % 38 53 efon 42 40 9 16
RH25  Raquis 25% + Hongos 5 Sfah 50 49 efah 46 41 9 13
RHB15 Raquis 15% + Hongos y Bacterias 57 defg 45 52 efgh 43 41 9" 13
RHB25 Raquis 25% + Hongos y Bacterias 57 defoh 45 47 ©foh 48 41 9" 13
R10 Raquis 10% 72 % 30 59 ' 35 42 9 12
RB15  Raquis 15% + Bacterias 53 efah 49 52 efgh 43 42 9 10
RH20  Raquis 20% + Hongos 59 defa 43 49 ©foh 46 43 9 10
RB10  Raquis 10% + Bacterias 54 ©foh 48 51 efoh 45 45 fon 4
RB20  Raquis 20% + Bacterias 60 def 42 54 efdh 40 47 fon 1
R20 Raquis 20% 65 % 37 5g defd 36 47 ©fon 0
R25 Raquis 25% 62 df 40 59 def 36 47 ©fon 0
TN Testigo nematodos 103 2 0 91 2 0 47 ©fan 0

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05)
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De los siete tratamientos que presentaron un efecto biocontrolador, cinco tienen
extracto de Tagetes spp. y Unicamente dos de raquis, entre los cuales se diferencian separando
el T10, que los microorganismos lograron potencializar los extractos; para el caso de Tagetes
spp. son los hongos quien logran este efecto y para el raquis las bacterias son las que elevan su
potencial. Ademas las altas concentraciones (20-25%) prevalecen en este pequefio grupo sobre
las bajas (15-10%).

La proteccion de las plantas con extractos enriquecidos con microorganismos
endofiticos tuvo un importante efecto en la reduccién de la tasa de reproduccion del nematodo
a excepcion del T10, puesto que el nimero de veces que se reprodujo R. similis en su mayoria
fue menor a 0,5 lo que indica que no hubo reproduccion, esto si comparamos la tasa de

reproduccion de plantas no protegidas que fue de 1,92.

Se encontraron diferencias entre los tratamientos para el numero de nematodos
(p<0,0001) (Cuadro 9). Debido a la estructura factorial incompleta de los tratamientos, se
realizaron contrastes ortogonales para probar diferencias entre medias de los testigos versus el
resto de os tratamientos, testigos entres si, efecto de los productos, efecto de las
concentraciones y su interaccion. El contraste de los testigos versus el resto de los tratamientos
resulto significativo (0,0439), siendo la media de los tratamientos inferior a la de los testigos.
También resulto significativo el contraste de comparacion e medias entre los testigos TQ y
TN, siendo la media del testigo quimico la méas baja. Se encontrd una interaccion significativa
entre producto y dosis (p=0,0433) (Figura 14), a pesar de lo cual se encontré un efecto de
Producto (<0,0001), pero no asi de dosis (p=0,4098).

Cuadro 9. Tabla de andlisis de varianza para el estudio de las interacciones en un arreglo
factorial incompleto para la variables numero de nematodos

F.V. SC gl CM F p-valor

Trat 349927,17 33 10291,98 4,42 <0,0001
TvsR 9877,35 1 9877,35 4,12 10,0439
QvsN 60066,75 1 60066,75 25,07 <0,0001
Prod 121413,13 7 1734473 6,93 <0,0001
Porce 7265,95 3 242198 0,97 0,4098
Prod*Porce  87043,99 21 414495 166 0,0433

Error 407253,83 175 2327,16

Total 757181,00 209
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Los extractos raquis-bacteria (RB25, RB20), Tagetes spp.-hongo (TH10, THZ20),
Tagetes spp.-hongo-bacteria (THB25, THB15) y Tagetes spp. (T10) presentaron los mejores
porcentajes de biocontrol oscilando entre 80 a 89% (Cuadro 10). Los extractos RB25, TH10,
TH20 y THB15 son los que poseen los mejores pesos totales significativamente diferentes al
TQ y TN. Para la variable peso foliar los extractos RB25 y TH10 presentan las mejores
medias diferentes a sus testigos; mientras que para la variable peso radical el extracto RB25

presenta diferencia estadistica significativo respecto a sus testigos.
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Figura 14. Efecto de los tratamientos de 6rganos de Tagetes spp. en el tiempo sobre la
movilidad de R. similis.
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Cuadro 10. Efecto

de

los extractos de Tagetes spp. y raquis enriguecidos con

microorganismos endofiticos sobre el control de R. similis en vitroplantas de banano cv.

“Gran Enano”

Cédigo i Pe§o (¢)] Nematodos Biocontrol Tasa de_ ,
Raiz Foliar Total totales % reproduccion
RB25 6,32 @cde 23 g5 ab 28,97 @ 108 'm 89 0,22
RB20 5,85 cdefah 18 g5 efohi 24,70 defohi 158 Km 83 0,32
TH10 5,32 fohik 2392 @ 28,53 abc 158 Km 83 0,32
TH20 6,27 Pedef 2 68 abcdefghi Hg gg abcdef 175 X 82 0,35
THB25 4,47 %M 21 07 @bcdet o5 g3 cdefghi 775 i 82 0,35
T10 4,98 Nk 17951 22,93 K 192 hiK 80 0,38
THB15 5,37 ©fahik pp g abcdel  pg p7 bedefghi 1 gp ik 80 0,38
RH20 4,48 km 20,87 abcdefg g 3g cdefghi 500 ghik 79 0,40
TH25 5,48 defdhi o o bedefohi - 55 gg cdefghi 500 hik 79 0,40
THB20 5,07 MK 21 62 3bcde g g abcdefs  png fohik 78 0,42
RH10 4,60 'km 19 gg bedefohi 54 5g defghik 577 efghik 77 0,43
RHB15 5,77 cdefgh 20,78 abcdefgh 26,55 abcdefgh 217 efghijk 77 0’43
TH15 6,08 bcdefg 20,57 abcdefghi 26,65 abcdefgh 217 efghijk 77 0’43
TQ 5,00 hijkd 20,03 bcdefghij 25,03 defghij 217 efohik 77 0,43
RB10 6,38 abcd 19,82 cdefghij 26,20 bcdefghi 233 defghijk 76 0147
RH25 6,13 Pedefa p7 33 abcdef 57 47 abcde 233 defghik 76 0,47
RHB10 6,903 21,43 3bcde g 33 abc 250 cdefghik 74 0,50
RHB20 7,232 22,30 2abc 29,53 @ 258 bedefghi 73 0,52
TB15 5,08 hijk 21,28 abcdef 26,37 abcdefghi 258 cdefghijk 73 0’52
T20 4,98 Nk 18 g0 fohi 23,58 9hik 267 Pedefhi 72 0,53
T15 4,90 MK 18 08 9hi 22,98 Kk 275 Pedefgh 71 0,55
THB10 5,10 hijk 20’75 abcdefgh 25,85 bcdefghij 283 bcdefghij 70 0’57
RB15 6,22 Pedef pjg gz abcde 57 75 abed 292 bedefg 70 0,58
T25 5,20 ghik 18,03 Ni 23,23 292 bedefgh 70 0,58
RHB25 6,50 @3¢ 21 95 abcd 28,45 abc 300 Pedef 69 0,60
TB20 5,52 defahi 27 gp abed 27,43 bcde 300 Pedefgh 69 0,60
R10 387 ™M 17,57} 21,43 % 308 bede 68 0,62
TB10 5,48 defdhi 2303 @ 28,52 3¢ 308 Pedefgh 68 0,62
TB25 5,20 ghik 22 2p abed 27,42 abcde 308 bedef 68 0,62
RH15 4,92 Nk 27 g7 abcde g 3g abcdefghi - 345 abe 64 0,68
R15 3,78 ™M 19,68 cdefahii o3 47 hik 367 apcd 62 0,73
R20 372m 20,73 abcdefghi 54 45 efghik 367 P° 62 0,73
R25 4,12'™ 19,43 defahi - 53 55 ghik 400 2 58 0,80
TN 5,02 MK pp 78 abcdefgh 55 g( bedefghi  g5g a 0 1,92

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05)
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4.4.3 Ensayo in vitro de extractos de hojas, raiz, tallo y flores de Tagetes spp.

Resultados del ensayo in vitro de hojas, raiz, tallo y flores de Tagetes spp. evaluados en
el tiempo demostraron que todos los tratamientos tiene un efecto de biocontrol sobre el
nematodo R. similis (p<.0,0001). La interaccion entre el tiempo y los tratamientos se vio
reflejada en el ensayo, puesto que el efecto de los tratamientos sobre la movilidad de los
nematodos fue diferente a través de los tiempos de exposicion. En general se observa un efecto
del tiempo, i.e. a mayor tiempo de los nematodos con los tratamientos, estos presentaron una

menor movilidad (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de los tratamientos de 6rganos de Tagetes spp. en el tiempo sobre la
movilidad de R. similis.

En la grafica anterior se puede observar que el extracto de flor incrementd su poder
nematicida directamente con el tiempo de exposicion del nematodo a la solucion, esto se vio
reflejado al momento de conteos, cuando extractos que a las 8 horas presentaban un menor
namero de nematodos inmdviles a las 24 horas tenian un aumento significativo, incluso
llegando a superar a extractos de hoja y tallo. Ademas todos los extractos demostraron un
comportamiento mas efectivo en el tiempo que el tratamiento quimico (10 ppm de Terbufos

10GR). Uno de los extractos que presentd un menor nimero de nematodos moviles desde el
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inicio fue el extracto de raiz, ya que como se muestra en la grafica mantiene un efecto
constante sobre el nematodo en los tres muestreos y solamente es alcanzado por los extractos
de flor a las 24 horas. Los nematodos inmdviles encontrados en los diferentes tiempos en los
tratamientos de raiz presentan una forma atipica que no se puede considerar mortalidad a
diferencia de los encontrados en tratamientos de flor a las 24 horas que muestran una forma

tipica de mortalidad (Figura 16).

Figura 16. Radopholus similis a las 24 horas de evaluacién (A: nematodos con extracto de
raiz y B: nematodos con extracto de flor).

En la primera evaluacion a las 8 horas los tratamientos presentaron porcentajes de
biocontrol que oscilaron entre 24 a 90%, superando al testigo quimico que tuvo un control de
19%. Mientras que en la ultima evaluacion a las 24 horas los tratamientos presentaron
porcentajes de biocontrol entre 58 a 92% siendo muy superiores a los que se obtuvo con el

control quimico que fueron de 45% (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Efecto en el tiempo de los extractos de hojas, tallo, raiz y flor de Tagetes spp.
sobre el control de R. similis en condiciones in vitro

Moviles Biocontrol Moviles Biocontrol Moviles Biocontrol

Codigo  Tratamientos
g 8 horas % 16 horas % 24 horas %

F25  Flor 25% 65 * 30 7™M 93 6" 92
R15  Raiz 15% k™ 89 7 mn 92 6" 92
R20  Raiz 20% 1™ 90 7m 92 7mn 01
H25  Hojas 25% g KImn 90 17 kimn 87 2 Imn 90
F20  Flor 20% 69 °* 26 g 'mn 91 g 'mn 90
R25  Raiz25% 10 K™ 90 g 'mn 91 g 'mn 90
T25  Tallo 25% 26 72 20 'k 77 g Imn 89
F15  Flor 15% 65 30 15 Ikimn 83 11 Kimn 86
F10  Flor 10% 71° 24 45" 49 11 Kimn 85
R10  Raiz10% 17 ™ 82 13 imn g5 11 kmn - ae
T20  Tallo 20% 21 1k 78 16 KImn g1 11 Jdmn g5
T15  Tallo 15% 211 77 o1 il 76 13 Jkimn 82
H20  Hojas 20% 17 ™ 82 19 i 78 7 ikm o
H15  Hojas 15% 42 fon 55 og N 67 20 ikl 74
T10  Tallo 10% 66 °* 30 50 ' 42 o1l 71
H10  Hojas 10% 68 o 27 47 46 31 i 58
TQ  Testigo quimico 75 °© 19 62 ° 29 41 " 45
TN  Testigo nematodos 93 ? 0 87" 0 74 ¢ 0

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05)

4.4.4 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas

protegidas con extractos acuosos de hojas, raiz, tallos y flores de Tagetes

SPP.

Tres semanas después de protegidas las plantas con extractos de hojas, raiz y flores de
Tagetes spp. se encontro interaccion entre los tratamientos y el tiempo para las variables altura
de planta (p<0,0001) y didmetro de pseudotallo (p<0,0001). En ambas variables se encontrd
un efecto de tiempo importante (p<0,0001), teniendo un patron de comportamiento ascendente
segun aumenta las semanas. El efecto de tratamientos en la variable altura de plantas fue
significativo a pesar de la presencia de la interaccion (p=0,0011) pero para pseudotallo no se

encontraron diferencias entre tratamientos (p=0,4589).
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Cuando se analizé la ultima fecha por separado, la variable peso radical no presento
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p<0,6410), contrastando con las
variables peso foliar (p<0,0001) y peso total (p<0,0001) que presentaron un alta significancia
(Cuadro 12).

Plantas protegidas con los extractos presentaron rangos de penetracion que oscilaron
entre 8,57 y 21,43% en comparacion con el testigo nematodos que presento un 44,29%. En
quince de los tratamientos evaluados, el efecto de los extractos botanicos en la penetracion de
R.similis fue estadisticamente similar al efecto observado con la aplicacion de 10 ppm de
Terbufos 10GR (11,43%) con porcentajes de penetracién entre 8,57 y 20%. Los tratamientos
que presentaron una alta reduccion en la penetracion (entre 70 a 85%) de R. similis fueron:
T15, F10, H25, T10, T25, TQ, H10 y H15. Cabe resaltar que los extractos de raiz y flor son
los que presentan los valores mas altos de peso foliar y pero total. En general los resultados
demuestran que para penetracion no existe diferencia en utilizar extractos a base de tallo, flor,

hojas o raiz, ya que no presentaron diferencias estadisticas entre si.
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Cuadro 12. Efecto de los extractos de hojas, tallo, raiz y flor de Tagetes spp. sobre la
penetracion de R. similis en condiciones de invernadero

Peso (g) ., Reduccién

Codigo  Tratamientos . . Nematodos Penetracion Penetracion

Foliar Raiz Total totales % %
T15  Tallo 15% 6,93 bcde 291 9,14 bede 43 © 8,57 81
F10  Flor 10% 7,17 bede 207 9,24 bede 57 be 11,43 74
H25  Hojas 25% 6,16 9 2,13 8,29 defd 57 be 11,43 74
T10  Tallo 10% 5419 1,87 7,29 9 57 be 11,43 74
T25  Tallo 25% 7,313¢d 219 9,50 abcde 57 be 11,43 74
TQ  Testigo quimico 5,57 ' 1,91 7,49 19 57 bc 11,43 74
H10  Hojas 10% 6,76 % 211 8,87 bede 64 °° 12,86 71
H15  Hojas 15% 6,66 %" 2,10 8,76 cdef 64 b° 12,86 71
F20  Flor 20% 7,943 223 10,17 ® 71 bc 14,29 68
F25  Flor 25% 7,473 1386 9,33 abcde 71 bc 14,29 68
H20  Hojas 20% 6,17 9 2,00 8,17 ©f¢ 71 be 14,29 68
R20  Raiz20% 7,443¢ 211 9,56 abcd 71 be 14,29 68
R25  Raiz25% 7,56 3¢ 2,30 9,86 ¢ 71be 14,29 68
R10  Raiz10% 6,14 %9 2,03 8,17 ©'¢ 79 be 15,71 64
F15  Flor 15% 7,16 Pt 213 9,29 abcde 86 o 17,14 61
T20  Tallo 20% 7,34 3¢ 206 9,40 abcde 100 bC 20,00 55
R15  Raiz15% 8,372 2,24 10,612 107 ® 21,43 52
TN Testigo nematodos 5,57 ' 1,80 7,379 2212 44,29 0

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05)

4.5 Discusion

4.5.1 Bioensayos de extractos de hojas, tallos, raiz y flores de Tagetes spp.

sobre el biocontrol de R. similis

En el desarrollo de esta investigacion se realizaron dos estudios similares en diferentes
escenarios, uno en laboratorio y otro en invernadero, ya que se desea conocer el
comportamiento de Radopholus similis en ambas condiciones. Multiples estudios han
demostrado que los principios activos 0 metabolitos secundarios en la planta pueden
distribuirse de manera uniforme o des uniforme en los diferentes érganos de la planta (raiz,
semilla, hojas, flores) (Ocampo et al. 2007), la concentracion de metabolitos secundarios

depende de los aspectos genéticos de la planta y estimulos ambientales (Ciccio 1991).
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En el laboratorio se evalud el efecto de los extractos sobre Radopholus similis de
acuerdo a la inmovilidad que presentaron los nematodos y no a la mortalidad (Yamashita y
Viglierchio 1987, Alphey et 41.1988). Los datos indican que extractos de flor, raiz y hoja de
plantas de Tagetes spp. son los que presentan los mayores niveles de inmovilidad sobre R.
similis a las 24 horas de ser evaluados presentando porcentajes de biocontrol superiores al
90%. Insunza et &l. (2001) encontraron que al evaluar el efecto in vitro de extractos acuosos de
Tagetes erecta y Tagetes patula a las 24 y 48 horas de aplicados sobre Xiphinema americanum
sensu lato, estos presentaron actividad nematostatica a concentraciones por debajo del 25% y
mientras la concentracion se elevaba la accion de los extractos era nematicida. Por su parte
McKenry (1991) indica que el efecto de los extractos de Tagetes spp. en condiciones in vitro
sobre los nematodos es de paralisis acompafiada de una reduccion en los niveles de oxigeno
disuelto en los viales. Los nematodos en contenedores que tenian extractos de raiz presentaron
desde la primera evaluacion tener una menor movilidad que el resto que la fue adquiriendo
con el pasar de las horas; un efecto similar lo encontrd Sasanelli y D’Addabbo (1991) en
experimentos in vitro donde demostraron que extractos acuosos de Cineraria maritima, Ruta
graveolens y Tagetes erecta tiene efectos nocivos sobre Heterodera schachtii, donde todos los
tratamientos presentaron efectos nematicidas a excepcion del extracto de raiz de T. erecta que

Unicamente causo un efecto nematostatico.

Los datos indican que el efecto toxico esta relacionado directamente entre el tiempo de
exposicion y la movilidad debido a que conforme aumentan las horas de exposicidon se
encuentran menor nimero de vivos; esta tendencia coincide con la reportada por Adegbite y
Adesiyan (2005) donde la mortalidad de Meloidogyne incognita aumento en 94% de los
tratamientos luego de 12, 24 y 48 horas de exposicion a extractos acuosos. Hidalgo (2008)
también obtuvo estas tendencias sobre mortalidad de Meloidogyne hapla al utilizar extractos

acuosos de follaje seco de especies arboreas.

En condiciones de invernadero los extractos de organos de Tagetes spp. tuvieron un
comportamiento diferente que al encontrado en la fase in vitro, esto discrepa con lo expresado
por Hassan (1992) donde sugiere que si se encuentra un producto quimico que no es toxico
para un determinado organismo en laboratorio, es probable que sea atéxico al mismo
individuo en campo. Los extractos de hojas, tallos y flores presentaron excelentes resultados al
momento de controlar la penetracion de Radopholus similis, aunque estadisticamente todos los

69



extractos ejercieron biocontrol sobre el nematodo. En experimentos realizados por Bharadwaj
y Sharma (2007) quedd demostrado que extractos de hojas y flores de Tagetes spp. ejercieron
un mejor control contra huevos M. incognita, donde comprobaron que esto fue debido a la
presencia de tertienilos, tiofenos y terpenoides encontrados en estas partes, ademas Kamal y
Mangla (1987) afirman que los ejes florales de T. patula contienen 2,1 mg/g de piretrina cuyo
efecto toxico es letal; igualmente Ray y Singh (2008) establecen que tanto las hojas como las
flores de Tagetes spp. tienen un altos contenidos de a-terthienyl, al que se le considera el
principal responsable del efecto toxico sobre el nematodo (Chitwood 1992, Vasudevan et
a1.1997). Por otro lado extractos de raiz demostraron tener un bajo potencial para la reduccion
de la penetracion de R. similis en condiciones de invernadero, esto también lo encontré Salem
y Osman (1988), donde determinaron que extractos de raiz de Tagetes spp. tienen un menor
efecto en la reduccion de poblaciones de Meloidogyne javanica en el cultivo de tomate al ser

comparados con el efecto de cultivos intercalados de Tagetes spp. en campo.

4.5.2 Bioensayos de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano
enriquecidos con microorganismos endofiticos para el control de R.
similis

Los dos experimentos realizados en esta investigacion tanto in vitro como en
invernadero, proporcionaron una nueva vision sobre las alternativas existentes de manejo de
los fitonematodos; varias alternativas para una produccién sostenible han sido reportadas por
varios autores que consideran al manejo integrado de nematodos como una opcion al uso
excesivo de nematicidas usados en la actualidad que afectan no solo la salud y los recursos no
renovables, sino también a los microorganismos benéficos del suelo (Ploeg 2002, Wang et &l.
2002, Pocasangre 2003). Varios han sido los extractos botanicos evaluados sobretodo de la
familia Asteracea para el control de fitonematodos en mdaltiples cultivos donde se han

obtenido excelentes resultados (Gommers y Bakker 1988, Chitwood 2002).

Los resultados del primer ensayo donde se evalud la movilidad de los nematodos y no
la mortalidad como lo recomiendan Yamashita y Viglierchio (1987) y Alphey et al. (1988). Se
encontré la formacion de dos grupos que fueron separados por el testigo quimico, uno que

estaba conformado por todos los extractos que contenian Tagetes spp. y otro que contenia
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todos los extractos de raquis. Extractos de Tagetes spp. poseen varios metabolitos secundarios
en su interior. Halbrendt (1996) y Topp et &l. (1998) mencionan que la supresion de
nematodos se debe a la presencia de los tiofenos y moléculas de sulfuro heterociclico, ya que
cuando se activan los tiofenos se transforman en a-tertienilo que producen radicales libres
provocando una paralisis por la reduccion del oxigeno en los viales (Bakker et al. 1979,
McKenry 1991, Topp et &l. 1998). Prada (1996), en estudios de laboratorio, encontr6 que
extractos de Tagetes spp. provocaron una alta inmovilidad sobre Meloidogyne incognita. Por
el contrario Riga et al. (2005) encontraron que extractos de Tagetes erecta y Tagetes patula
poseen un efecto nematicida sobre Heterodera schachtii, Meloidogyne halapa y Pratylenchus

penetrans, concluyendo que a las dosis utilizadas no se evidenci6 un efecto nematostatico.

Para el caso de los extractos de raquis la falta de literatura hace dificil una discusién
sobre su efecto, pero un estudio realizado por Ortiz et al. (2009) donde evalud la actividad in
vitro de lixiviados de raquis de banano y platano sobre Mycosphaerella fijiensis, encontré que
concentraciones entre 30 y 70% fueron efectivas en la reduccidon en longitud de tubo
germinativo en ascosporas, diametro de colonias y peso de la masa hifal del hongo. Al
observar los resultados obtenidos en el ensayo in vitro, podemos mencionar que el mayor
efecto de biocontrol de los extractos esta basicamente aportado por los productos originales
(Tagetes spp. y raquis) del cual provienen, mas no de la interaccién con los microorganismos,
a pesar que Meneses (2003) afirma que la actividad nematicida de extractos metabdlicos de
hongos endofiticos sobre R. similis es alta segun la concentracion y el tiempo de exposicion.
Tal vez esta es la razon por la cual los extractos de raquis no ejercieron un efecto controlador
puesto que si consideramos el alto contenido de humedad que posee el raquis (85-93%)
(Giraldo et al. 2000, Mufioz y Madrifian 2005) este diluiria la cantidad de esporas provocando

un bajo biocontrol.

El segundo ensayo con los extractos de Tagetes spp. y raquis de banano se realiz6 en
invernadero, donde se pudo evaluar el poder de los extractos sobre el nematodo barrenador
Radopholus similis. Los microorganismos endofiticos que se evaluaron fueron cepas de
hongos (Trichoderma atroviride y Fusarium oxysporum) que han demostrado reducir
poblaciones de R. similis hasta un 90% (Pocasangre 2000, Pocasangre et al. 2000) y cepas de
bacterias (Bacillus spp. y Psudomonas spp.) que han presentado reducciones de nematodos de
hasta un 80% (Nufiez 2006; Quesada 2006).
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En la presente investigacion los datos sefialan que 10 tratamientos se diferenciaron del
testigo quimico, mientras que 8 de los tratamientos que se encontraban también combinados
con microorganismos demostraron ser buenos biocontroladores de R. similis, sin diferenciarse
estadisticamente del testigo quimico. Este efecto positivo lo menciona Guetsky et al. (2002)
quienes demostraron que el uso de combinaciones de agentes de control bioldégico mejora
significativamente la eficacia y consistencia del biocontrol sobre el organismo patogénico.
Siete de los extractos presentaron porcentajes de biocontrol superiores al 80%, de estos cinco
pertenecen a Tagetes spp. y dos a raquis, dentro de los cuales seis son combinaciones con
microorganismos y solamente uno se encuentra sin ellos. En este caso contrario a lo expresado
por Zaki y Magbool (1991) y Esnard et &l. (1998) donde mencionan que las combinaciones de
agentes controladores producen antagonismo o un bajo efecto al compararlas por separado; las
combinaciones de extractos con microorganismos endofiticos resultaron ser eficientes en los

controles de nematodos ya que se logro potencializar los extractos botanicos.

Topp et al. (1998) mencionan que el efecto de plantas del género Tagetes spp. esta
comprobado para suprimir poblaciones de Platylenchus penetrans y varias especies de
Meloidgyne, a pesar que al activarse los tiofenos presentes en sus 6rganos pueden producir
fuertes agentes biocidas que puede perturbar las poblaciones microbianas del suelo (José y
Gallespie 1998); esto quedo refutado por Topp et &l. (1998) cuando evaluaron las tasas de
mortalidad regresiva de microorganismos inducidos como las bacterias Escherichia coli y
Rhodococcus TE1, donde no se encontraron diferencias en suelos tratados con Tagetes spp. y
suelos sin estos, ademas la presencia de agentes biocidas fue baja. Meyer et &l. (2006) por su
parte encontr6 que extractos que son altamente toxicos para huevos y juveniles 2 de
Meloidogyne incongnita, no afectan las poblaciones de microorganismos benéficos como
Pseudomonas fluorescens, Trichoderma virens, Fusarium oxysporum f. sp. gladiolos no

patogénico y Enterobacter cloacae.

Por otra parte, los extractos de raquis RB25 y RB20 presentaron niveles de biocontrol

entre 89 y 83%, esos datos coinciden con los reportados por Nufiez (2006) y Quesada (2006)
donde encontraron reducciones de poblaciones de R. similis por efecto de bacterias endofiticas
de entre 70 y 85%. El raquis en este ensayo presento una mejor interaccion con las bacterias,
no asi con los hongos o sus combinaciones. La posible causa de este efecto positivo con las
bacterias se le puede atribuir a la composicion quimica del raquis, ya que en un estudio
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guimico realizado por Simo et al. (2003) se encontrd que el raquis es un producto alto en
Nitrégeno (2,72%) y alto en potasio (9,50%) comparando gallinaza (1,80% N-1,30% K),
cachaza (0,51% N- 0,36% K), estiércol vacuno (1,70% N- 2,10% K), esto al ser evaluados
como sustratos para la alimentacion de lombriz para la produccion de humus. De igual forma
el raquis ha sido evaluado en forma de harina de raquis para la fabricacion de un producto
alimenticio para humanos, donde de la composicién quimica de la harina contiene 17,2% de
azucares totales, 3,7% de ceniza, 6,8% de proteina 'y pH de 5,7 (Carvajal et al. 2002). Esta alta
cantidad de minerales y nutrientes hace suponer que tuvo un efecto benéfico en la
reproduccion de las colonias de bacterias en las raices de las plantas de banano, ya que
Zavaleta (1985) menciona que el efecto nematicida de las bacterias se potencializar cuando el
medio de cultivo contiene altas dosis de compuestos nitrogenados; ademas adiciona que la
bacterias son capaces de producir metabolitos toxicos cuando la fuente de nitrégeno es

proveniente de una fuente orgéanica y contenia grupos aminos.

4.6 Conclusiones

e Existidé enriquecimiento de los extractos botanicos de Tagetes spp. y raquis de
banano al ser combinados con microorganismos endofiticos sobre el control de

Radopholus similis.

e Extractos de hojas, tallos, raiz y flor de Tagetes spp. disminuyeron la penetracion
del nematodo barrenador Radopholus similis entre un 55 a 81% en todas sus
concentraciones donde no se establecieron diferencias entre si, incluso algunos
tratamientos redujeron la penetracion de R. similis superando al testigo quimico
Terbufos 10GR (74%).

e El aumento en el tiempo de exposicion de R. similis a los extractos evaluados
incrementa el nivel de biocontrol del nematodo, encontrandose que exposiciones de

24 horas fueron efectivas en la mayoria de los tratamientos.

e [os tratamientos que presentaron altos porcentajes de biocontrol (> 80%) sobre
Radopholus similis fueron RB25, RB20, TH10, TH20, THB25, T10 y THB15 los

cuales fueron evaluados en plantas de banano cv “Gran enano” en invernadero.
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e Extractos acuosos de plantas del genero Tagetes spp. tienen un efecto nematicida

sobre Radopholus similis en condiciones de laboratorio e invernadero.

4.7 Recomendaciones generales

e Realizar estudios posteriores utilizando otros métodos de extraccion para la obtencion

de una mayor cantidad de metabolitos secundarios en los extractos.

e Evaluar el efecto de extractos de hojas, tallos, raiz y flores de Tagetes spp. en

experimentos de biocontrol en condiciones de invernadero.

e Se recomienda realizar estudios de caracterizacion de los metabolitos secundarios de
los extractos de Tagetes spp. para poder determinar que compuestos se encuentras

presentes y son responsables del efecto biocida sobre Radopholus similis.

e Realizar la caracterizacion quimica y metabdlica de los extractos de raquis, para
determinar que compuesto es el responsable del mejor desarrollo de la planta de

banano.

e Evaluar los extractos de Tagetes spp. y raquis de banano enriquecidos con
microorganismos que presentaron un mayor biocontrol en plantaciones semi-

comerciales y comerciales para verificar la evolucidn a través del tiempo.

e Realizar pruebas de enriquecimiento de extractos de Tagetes spp. y raquis de banano
con otros microorganismos endofiticos para evaluar su comportamiento al estar en

contacto con estas soluciones.

e Realizar estudios tendientes a explicar los mecanismos de accion de los extractos

acuosos de Tagetes spp. y raquis de banano, responsables del biocontrol de R. similis.
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