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NUNEZ PEREZ, C. ESTUDIO DE POBLACIONES DE BACTERIAS ENDOFITICAS
DE LA RIZOSFERA DEL BANANO PARA EL BIOCONTROL DEL NEMATODO
BARRENADOR Radopholus similis

RESUMEN

Palabras claves: bacterias endofiticas, Pseudomonas, Bacillus, actividad de biocontrol,
colonizacion, Radopholus similis, promocion de crecimiento, bananos.

Un total de 242 aislamientos de bacterias endofiticas fueron recobrados de sitios de alta y baja
produccion de 12 fincas comerciales de banano localizadas en la zona atlantica de Costa Rica.
Los géneros de bacterias endofiticas mas frecuentemente encontrados fueron Bacillus spp. y
Pseudomonas spp.Sesenta y cuatro ( 64) aislamientos de bacterias endofiticas de estos géneros
fueron seleccionados para evaluar su habilidad de colonizacién y penetracién de Radopholus
similis en el sistema radical. En general la mayoria de los aislamientos endofiticos colonizaron
exitosamente los 6rganos de la planta alcanzando promedios de 97% para Pseudomonas y 95%
para Bacillus. Los porcentajes de colonizacién fueron mayores en las raices y el cormo que en
el seudotallo y hojas. De los 64 aislamientos de bacterias evaluados, 24 aislamientos
presentaron porcentajes de penetracion inferiores al 4%, siendo estadisticamente diferentes del
control con nematodos. Entre las bacterias prospectos sobresalieron para el genero Baciflus, los
aislamientos B-56, B-62, B-26, B-37 B-61 y para grupo de Pseudomonas los aislamientos P-
46, P-52, P-64, P-58 y P-8. En base a los resultados de colonizacion y penetracion 30
aislamientos fueron evaluados para conocer su actividad de biocontrol sobre Radopholus
similis y su efecto sobre pardmetros de crecimiento, encontrindose que los aislamientos
prospectos del grupo Pseudomonas P-52 y P-58 presentaron porcentajes de biocontrol en el
cultivar Williams de 96% y 94%, respectivamente y en el cultivar Gran Enano de 70% y 83%.
En relacion al grupo Bacillus las dos mejores bacterias fueron los aislamientos B-21 y B-50
con una actividad de biocontrol en el cultivar Williams de 87% y 84% respectivamente y en el
cultivar Gran Enano de 72% y 68%. En relacion a su efecto sobre la promocion de crecimiento
no se encontraron diferencias significativas en peso radical, peso fresco, longitud radical,

didmetro radical y volumen radical en comparacién con el testigo sin inoculacién con

bacterias.
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NUNEZ PEREZ, C. STUDY OF BANANA RHIZOSPHERE ENDOPHYTIC
BACTERIA POPULATIONS TO BIOCONTROL Radopholus similis BORER
NEMATODE

SUMMARY

Keywords: endophytic bacteria, Pseudomonas, Bacillus biocontrol activity, colonization,
Radopholus similis, plant growth promotion, bananas.

A total of 242 endophytic bacteria isolates were recovered from high and low production sites
in 12 commercial banana farms located in the Atlantic area of Costa Rica. The most frequent
bacteria genus found were Bacillus spp. and Pseudomonas spp. A total of 64 endophytic
bacteria isolates from these genus were selected to evaluate their abilities to colonize and
penetrate Radopholus similis at the radical system. In general, most endophytic isolates
successfully colonized plant organs obtaining averages of 97% for Pseudomonas and 95% for
Bacillus. Colonization percentages were higher in the roots and the corm than in the
pseudostemn and leaves. From the 64 bacteria isolates evaluated, 24 showed penetration
percentages below 4% which is statistically different from the control. Among prospects
bacteria for the Bacillus genus stand out B-56, B-62, B-26, B-37 B-61 and for the
Pseudomonas isolates P-46, P-52, P-64, P-58 y P-8. Based on the colonization and penetration
results, 30 isolates were evaluated to study their activity and biocontrol on Radopholus similis
and their effect on plant growth promotion. It was found that prospects Pseudomonas isolates
P-52 and P-58 showed 96% and 94% biocontrol, respectively, for the * Williams’s cultivar, and
70% and 83%, respectively, for the *Grand Naine” cultivar. In relation to the prospect Bacillus
group, the two best bacteria were B-21 and B-50 isolates with 87% and 84%, respectively, on
Williams’s cultivar and 72% and 68%, respectively on Grand Naine cultivar. In relation to
their effect on plant growth promotion, no significant differences were found regarding root

weight, fresh weight, root length, root diameter and root volume compared to the non

inoculated check.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de banano (Musa spp ) es muy importante en casi todos los paises ubicados en
zonas tropicales, y constituye una de las principales fuentes de ingreso en las economias de
muchos paises (Jones 2000). Esta completamente establecido que los fitonematodos son los
patégenos de mayor importancia del sistema radical en banano y en plitano (Gowen y
Quénéhervé 1990, Bridge 1993, Jeger,1996). Los endopardsitos migratorios Radopholus
similis y Pratylenchus coffeae, el ectoparasito Helicotylenchus multicinctus 6 H Dyhisteria 'y
el endoparasito sedentarioc Meloidogyne incognita & M javanica son los mds importantes,
siendo Radopholus similis el mas abundante en la mayoria de los paises de América Central,
Africa Occidental v Australia (Jones 2000). Pérdidas econémicas entre 10 al 50% han sido
documentadas en plantaciones comerciales de banano en varios paises productores en el

ambito internacional. (Tarté et al. 1981, Pinochet 1986, Davide 1996).

Actualmente, el manejo convencional de fitonematodos, no sido eficiente y en algunos casos
el problema del deterioro del sistema radical se ha incrementado, resultando en plantaciones
altamente infestadas, las cuales dificilmente pueden recuperarse a un nivel productivo
econdmicamente rentable. Por otra parte, este método de control reduce las poblaciones de
antagonistas naturales de fitonematodos presentes en el suelo y asociados a la rizosfera
(Pocasangre 004), a la vez es poco eficiente, muy costoso para los pequefios y medianos
agricultores, contaminan el ambiente, las aguas, rios eliminando agentes biologicos
(Pocasangre 2002). Es por eso que los nematicidas han sido prohibidos en muchos paises y

serdn cancelados del mercado en un futuro cercano (Oka et af. 2000).

Numerosos organismos del suelo se han encontrado atacando nemdtodos, entre ellos los
hongos y bacterias son los més conocidos, aunque también protozoos, insectos, dcaros,
turbelarios, virus y nematodos depredadores ejercen regulacion bajo diferentes condiciones
del ecosistema (Kerry y Muller 1980, Rodriguez et al. 1985).

Recientes estudios indican que las comunidades microbioldgicas especificas de la rizosfera,
Rhizosphere Specific Microbial Communities (RSMC), pueden afectar el desarrollo de las
enfermedades y pestes tales como los nematodos. Asimismo RSMC puede influir en el

crecimiento positivo o negativo de las plantas, debido al tipo de interaccidén con los



patégenos. L.os RMSC pueden mejorar la sanidad de la planta, y provocar una influencia en

rafces resistentes y/o tolerantes a patégenos o plagas (Vilich y Sikora 1998).

Jacobs et al. (1985) reportan que altas poblaciones de bacterias fueron encontradas en la zona
de emergencia de las raices secundarias (SREZ), en tejidos no dafiados. Por otro lado,
bacterias no patogénicas puede presentar la relacion simbidtica en tejido sano sin producir
obviamente efectos detrimentales. En la actualidad se sabe muy poco de las poblaciones de
bacterias endofiticas asociadas a la rizosfera del banano por lo que, su utilizacién para el
mejoramiento biolégico de plantas de banano podria ser una nueva alternativa para el
biocontrol de nematodos. Consecuentemente, la presente investigacion pretende estudiar las
poblaciones naturales de bacterias endofiticas presentes en la rizosfera del banano y su

posible rol supresivo sobre los fitonematodos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Caracterizar la diversidad de bacterias endofiticas presentes en la rizosfera de banano para

determinar su potencial antagonista sobre el nematodo barrenador (Radopholus similis).

2.2. Objetivos especificos

o Determinar la diversidad de bacterias endofiticas presentes en la rizosfera del
banano en plantaciones comerciales de Costa Rica.

o [Estudiar el potencial antagonista de los aislados de bacterias endofiticas sobre el
nematodo barrenador R similis.

o Realizar un screening de bacterias endofiticas para evaluar su efecto sobre la

promocion de crecimiento en plantas de banano.

3. HIPOTESIS

e Ladiversidad de bacterias endofiticas es diferente entre plantaciones
comerciales de banano con diferentes niveles de productividad.

o Bacterias endofiticas tienen un efecto antagonista contra el nematodo barrenador
Radopholus similis.

¢ Bacterias endofiticas promueven el crecimiento radical y foliar de plantas de

banano.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. El cultivo del banano

Las exportaciones de banano ocupan un lugar destacado dentro del conjunto de reglones
generadores de divisas de los paises de América Latina, El Caribe, Asia y Africa,
constituyendo e! producto basico de la alimentacion de estos pueblos. La intensificacion y
tecnificacion de estos cultivos conlleva a que su proteccidn adquiera cada dia mayor
importancia. Las condiciones ecologicas de las regiones tropicales y subtropicales son
ideales para el cultivo del banano, pero a su vez para el desarrollo de enfermedades y
plagas (Rosero 1987). La produccién de banano en 2001 se estimd en cerca de 30 millones
de toneladas de acuerdo con informes de la FAO (2001). Las mayores regiones
productoras de banano a nivel mundial son Asia (42%) y Latinoamérica (44%). Ademas,
el 86% de las exportaciones a nivel mundial corresponden al drea de Latinoamérica y el

Caribe, donde se encuentran cuatro de los cinco paises de mayor exportacion en el mundo

El combate de las plagas y enfermedades en el banano representan uno de los costos de
produccién mds altos en el cultivo. El cultivo def banano es atacade por diversos
patogenos, que incluyen hongos, bacterias y virus. Entre las principales plagas y
enfermedades que han tenido impactos negativos en la historia del banano estdn: Sigatoka
Negra (Mycosphaerella fijiensis var. diiformis), Sigatoka Amarilla (M musicola), Moko
(Ralstonia solanacearum) y Mal de Panama (Fusarium oxysporum var. cubense),
Nematodos (Radopholus  similis, Pratylechus spp. Meloydogine incdgnita 'y
Helicotylenchus spp y Picudo Cosmopolites sordidus (Stover y Simmonds 1987).

4,2, Nematodos fitopatégenos en banano

En Costa Rica, uno de los principales problemas en la produccion de banano y platano son
los nematodos parasitos de las plantas, principalmente R similis (Araya et al. 1995) En
banano y platano un total de 19 géneros de nematodos han sido asociados con dafios a su
sistema radical y al cormo, dentro de los cuales los cinco mas importantes son:
Radopholus similis, Pratylenchus coffea, Helicotylenchus multicinctus, Meloidogyne spp. y

Rotylenchus reniformis. Dentro de éstos, Radopholus similis es el de mayor importancia

4



economica en la produccion de banano, Los rendimientos de las plantaciones de Musa por
lo general comienzan a declinar a partir de la segunda generacion del cultivo por la
destruccion del sistema radical causado por éste nematodo (Rodriguez ef al. 1985). Se ha
reportado que R, Similis puede llegar a reducir la produccion de sistemas intensivos hasta
un 30-50% del rendimiento (Jones 2000). Ademads, altas poblaciones de R. similis pueden
resultar en desraizamiento de la planta y volcamiento, especialmente durante vientos y
tHluvias fuertes, causando pérdidas econémicas (Gowen y Quénéhervé 1990; Fogain y
Gowen 1997; Pocasangre et al 2000; Pocasangre 2002). El nematodo barrenador causa
lesiones negro-rojizas en la region externa de la raiz, penetrando a través del cortex, hasta
conducir a una atrofia radical, y en niveles altos de incidencia pueden causar lesiones
multiples del rizoma (cormo) y necrosis hasta causar la caida de la planta (Gowen y
Quénéherve 1990).

4.3. Patogenicidad de Radopholus similis

Radopholus similis vive preferiblemente en temperaturas que fluctian entre 24 y 32° C. Su
reproduccion optima se lleva a cabo a 30° C. No se reproduce si la temperatura es menor
de 16°C 6 sobrepasa los 33°C. El nematodo barrenador es endoparasito migratorio que
completa su ciclo de vida entre 20 y 25 dias dentro de los tejidos de la raiz y del rizoma.
Las hembras juveniles y adultas tienen formas méviles que pueden dejar la raiz en caso de
condiciones adversas (Sarah et al. 1996). Los estadios larvales en el suelo pueden
facilmente invadir raices sanas. La penetracién de los nematodos ocurre cerca del dpice
radical, pero R. similis puede invadir cualquier porcidn de la raiz, donde ingresan hongos y
bacterias que aceleran la pudricion del sistema radicular por lo que la absorcién de agua y
nutrientes del suelo es distorsionado debilitando a las plantas afectando negativamente su

produccioén y rendimiento.
4.4. Métodos de control
En plantaciones comerciales de banano el método tradicional de control de nematodos es

el uso repetido de nematicidas no-fumigantes (Cabrera et af. 2005). Los nematicidas,

utilizados hasta ahora, han sido generalmente drgano fosforados o carbamatos, los cuales



son aplicados como granulos sobre la superficie del suelo alrededor de la planta de forma
calendarizada que indica el nimero de veces que deben ser utilizados en el cultivo sin
importar si el banano se encuenira 0 no afectado por la plaga del momento. Las
aplicaciones indiscriminadas de nematicidas han causado un gran ndmero de
intoxicaciones o enfermedades cronicas entre los trabajadores bananeros, conitlevando un

efecto biocida en los suelos que son tratados con éstos (Sarah ef al 1996).
4.4.1 Control biologico

Se han estudiado y desarrollado una serie de opeiones que involucran el uso de diferentes
métodos para el control de enfermedades, que incluye sanidad de cultivos, rotacion, seleccion
de plantas libres de enfermedades y mds recientemente, el empleo de microorganismos
benéficos del suelo, que antagonizan a los nematodos (Sikora 1992). Recientemente, se han
realizado estudios en la India. Ganesan y Gnanamanickam (1987); Savithiry vy
Gnanamanickam (1987) Sivamani y Gnanamanickam (1988) y Vasantha Devi ef al (1989)
han documentado el potencial antagonista de microorganismos colonizadores de las raices
mediante la inhibicién o desplazamiento de patdgenos de la rizosfera (Anuratha ¥y

Gnanamanickam 1990).

Una de las observaciones mas conocidas sobre control biolégico es la de los suelos supresivos
en los cuales el desarrollo y la actividad de los patégenos son minimos, si se compara con la
de los suelos conductivos, donde el microorganismo plaga tiene todas las ventajas para atacar
la planta (Chet y Baker 1980). Esta supresividad se fundamenta en la existencia de un amplio
espectro de microorganismos que forman parte de un sistema complejo de interacciones que
conforman la rizosfera donde la competencia por las fuentes alimenticias, nichos y dindmicas
entre predador-presa ayudan a limitar la poblacién de microorganismos con potencial de

plaga. (Baker y Pauitz 1996, Altieri 1992).

En la actualidad, el control biolégico de nematodos se abre camino con el uso de hongos,
reducciones hasta de un 90% de la poblacién final de R similis en el sistema radical de
plantas protegidas con hongos endofiticos han sido registrados en varios experimentos

repetidos en el tiempo (Pocasangre 2000, Pocasangre et al 2000), hongos micorriticos,
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rizobacterias promotoras de crecimiento y bacterias endofiticas, demostrandose en varias
ocasiones que la colonizacién de las plantas con estos microorganismos inducen a una
resistencia efectiva contra hongos, bacterias, virus y nematodos patégenos (Tzum y Kloepper
1995, Jaizme 1998, Sikora 2003).

Un caso exitoso para el control bioldgico de fitonematodos es descrito por (Ferndndez y
Vega 2001), quienes reportan que al inocular, en forma temprana, plantas de banano con
cepas del género Glomus permitieron atenuar el dafio causado por R. similis y M. Incognita
hasta en un 85%. Los mismos autores reportan que en Cuba, la utilizacidén de hongos como
Paecylomices lilacinus 'y bacterias como Bacillus thuringensis var. kurstaki 'y
Corynebacterium paurometabolum, han tenido gran éxito en el control de R. similis, tanto en

ensayos llevados a cabo en condiciones controladas de campo.

La induccién de resistencia en plantas de banano Gran Enano, mediante la inoculacion con
cepas de micorrizas, ha sido demostrada en varias ocasiones. Jaizme (1998), documento que
una inoculacion micorritica temprana en el cultivar Gran Enano incrementd la toleranciaa R
similis. Esta proteccidn se explica muy probablemente por el trabajo extra de bacterias
promotoras de crecimiento, liberadas durante la interaccion micorriza-planta, que estimulan
de forma directa el crecimiento vegetativo y activan los mecanismos de defensa hacia el
ataque de fitonematodos. Por otro lado, se ha demostrado que en las raices de las plantas se
establecen relaciones simbidticas con comunidades de microorganismos especificos, los
cudles son atraidos mediante exudados que son producidoes por la planta y que son emitidos

mediante la endorriza (Sikora 2003),

Las interacciones que pueden tener lugar en la rizosfera son desarrolladas como controladores
bioldgicos. Las interacciones de bacterias usadas como agentes biocontroladores, de bacterias
contra hongos de plantas son considerados. Sin embargo, los posibles modo de accion
desarrollados en cada tipo de interaccién son afirmadas con particular énfasis en antibiosis,
competencia, parasitismo, e induccién de resistencia. El significado de promocion de
crecimiento y biocontrol también son considerado. La extrema complejidad de las

interacciones que ocurren en la rizosfera es altamente potencial (Whipps 2001).



4,5, Caracteristicas de las bacterias

Son microorganismos unicelulares, de forma diferente y hébitat variable. Algunas son
capaces de formarse una envoltura o capsula. Todas se multiplican por divisién. Algunas
bacterias son capaces de formar endosporos mas resistentes a las formas adversas de vida. El
oxigeno es indispensable para las bacterias aerobicas y resulta nocivo para las anaerdbicas
que lo toman de compuestos oxigenados. Las bacterias son capaces de generar mutantes, la
longitud promedio de la célula bacteriana es aproximadamente S micras. Se pueden clasificar,
atendiendo a su forma, en cocos (esféricas), bacilos (bastones rectos) y espirilos (bastones
curvos). Solamente el 1% de las bacterias produce enfermedades las demas bacterias tienen
funciones utiles para la vida (Salas 2006). Dentro de este pequefio grupo de bacterias
denominadas fitopatogenas lo normal es que cada especie solo sea capaz de infectar a un
grupo muy reducido de plantas huéspedes ( Murillo y Rodriguez 1995). Las bacterias son de

vital importancia y Utiles para la humanidad (Salas 2006).

4.6. Bacterias endofiticas

Las bacterias endofiticas han sido definidas por (Hallmann et al 1997) como bacterias que
pueden ser aisladas desde superficies desinfectadas de tejidos de plantas donde los dafios no
son visibles. Pueden ser beneficiosas como controladoras de crecimiento y para el control
bioldgico. Ya desde 1952, bacterias antagonistas de la rizosfera tales; como Bacillus spp y
Pseudomonas fluorescens han sido utilizados para el control de bacterias dafiinas en tomate y

papa (Anuratha y Gnanamanickam 1990}

Las bacterias endofiticas han sido recientemente un foco de interés como agente de
biocontrol. Tales bacterias colonizan el tejido local o sistémico o bien ambos tejidos
intercelulares e intracelulares (Hallmann et al. 1997). Bacterias endofiticas estdn
predominantemente reclutadas desde la rizosfera (Mahatfee y Kloepper 1997) donde ellos
presumiblemente usan heridas y aberturas naturales para entrar a la planta. Enzimas
producidas por estas bacterias pueden también contribuir a una eficiente penetracion y
colonizacion. Una vez las colonias internas adicionan beneficios como agentes

biocontroladores, las plantas les proveen refugio y nutrientes. Las bacterias se van



desarrollando dentro de la planta, en condiciones competitivas contra patégenos. A través de
la bacteria que resulta mediadora —inductora de resistencia— por la asociacion formada entre
bacteria endofitica y la planta pueden que resulta ser mas fuerte la proteccion de la planta

(Hallmann y Kloepper 1996).

Investigaciones acerca del modo de accion de las rizobacterias han demostrado que ellas
promueven el crecimiento de la planta de dos maneras; una es forma indirecta, ya que las
rizobacterias benéficas reducen la actividad de los hongos y de bacterias patogénicas del
rizoplano. Tal promocién indirecta puede ser considerada como un control bioldgico, ain
cuando esto no necesariamente estd asociado con control de patégenos (Kloepper y Schroth
1981). Algunas rizobacterias promueven directamente el crecimiento de la planta por la
produccién de metabolitos que estimulan a la planta, independientemente de los
microorganismos nativos del suelo; esto se debe supuestamenie a que la rizobacteria al
acelerar las tasas de crecimiento, hace que las raices escapen a la enfermedad (Kloepper er a/
1990). Los efectos benéficos de las rizobacterias han sido documentados por algunos grupos
de investigadores, que pueden resumirse asi: (1) promocidn directa de crecimiento de las
plantas, (2) control biologico de enfermedades, e (3) induccidén de resistencia contra

enfermedades (Tzum y Kloepper 1995).

4.7 Interaccion bacteria-bacteria

En los Gltimos afios se han venido realizando estudios de la aplicacidn de bacteria a semillas
y raices controlando enfermedades. Un ejemplo es la aplicacion de cepas no patogénicas de
Streptomyces para el control de la rofia de la papa (Solanum tuberosum L) causado por
Streptomyces scabies (Thaxter). Este biocontrol puede operar a través de antibiosis o
competencia por nutrientes y espacio dentro de la rizosfera (Ryan y Kinkel 1997, Neeno-
Eckwall y Schottel 1999).

En otro estudio, Pseudomonas fluorescens (Trevisan) Migula Fi13 fue presentada para el
control de pudricién de la raiz de la papa producida por Erwinia carotovora subsp.
Atroseptica (van Hall). Evidencia obtenida por la produccion de sideréforos por parte de

Pseudomonas fluorescens F113 podria ser un rol para el biocontrol de la pudricién de la raiz
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de la papa sobre suelo con limitaciones de hierro. Especies de Pseudomonas podrian también
controlar enfermedades que producen agallas en muchas dicotileddneas que son atacadas por
el agente patdgeno Agrobacterium tumefaciens (Smith y Townsend) Conn (Khmel er
al.1998).

4.8 Interaccion bacteria-hongos

El volumen de literatura en esta area continda aumentando a una proporcién rapida,
estimulado por la facilidad creciente con que pueden aplicarse los técnicas moleculares para
contestar las preguntas acerca de la distribucién y la ocurrencia e importancia de los modos
especificos de accion. Algunos ejemplos de los diferentes tipos de interaccion bacteria-
hongos han sido examinados en la rizosfera por tres afios (Whipps 2001). Bacillus spp, contra
patogeno del suelo Rhizotocnia solani var. tritici, en el cultivo de trigo; Bacillus subtilis
(GBO03) contra el patogeno del suelo Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, en el cultivo del
garbanzo; Pseudomonas aureofaciens AB244 controlando Phytium ultimun en tomate;
Pseudomonas fluorescens contra Fusarium oxisporum f.sp.raphani en el cultivo del rabano
(Hervas er al. 1998, De Boer et al 1999, Ryder ef al. 1999, Warren y Bennett 1999).
Resultados obtenidos han sido similares con Pseudomonas fluorescens aislada de la rizosfera
de banano usada para evaluar la eficacia contra el hongo Fusarium oxysporum cubense in
vitro, se demostré que tuvo una accion inhibitoria en el crecimiento del hongo (Saravanan
2004).

4.9 Interaccion bacteria-nematcedos

Existen dos modos de accion de las bacterias sobre nematodos: el parasitico y la accién
quimica. Adn cuando se han encontrado diversas bacterias asociadas a los nematodos, el caso
de la bacteria Pasteuria penetrans parasitando a los nematodos es el mejor documentado y
con un gran potencial como biocontrolador, ain mayor que ¢l de muchos hongos. Pausteria
penetrans pertenece a un grupo de bacterias formadoras de endosporas patogénicas a varios

nematodos pero, principalmente, ha sido estudiada contra Meloidogyne (Lépez 2004).
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El nematodo del quiste de la papa (Solanum tuberosum) producido por Globodera
rosfochiensis es una de las plagas mds importantes de este cultivo. Pseudomonas fluorescens
F113 que produce 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) fue investigado como un potencial
controlador biolégico de G. rostochiensis, reduciendo la movilidad de juveniles y la

incubacién del huevo (Cronin ef al. 1997),

Hallman et al. (2001) realizaron investigacion sobre colonizacion endofitica de plantas con el
agente biocontrolador, Rhizobium etli G12 en relacién con la infeccion de Meloidogyne
incognita las bacterias fueron encontradas en la parte interna del rizoplano, preferencialmente

colonizando la raiz y agallas causadas por Meloidogyne incognita.

4.10. Bacterias promotoras de crecimiento

El concepto de Rizobacterias Promotoras de Crecimiento (Plant growth-promoting
rhizobacterium, PGPR) fue establecido por Bashan (1998) considerado y relacionado al
biocontrol. Las PGPR aumentan el crecimiento en las plantas indirectamente.
Alternativamente pueden influir en el aumento de crecimiento de las plantas de otra manera
por ejemplo, asociadas como fijadoras de nitrogeno, solubilizacion de nutrientes tales como el
fosforo (P), promoviendo la funcién de las micorrizas, regulando la produccién de etileno en
las raices, liberando fitohormonas y disminuyendo toxicidad de metales pesados (Burt et al.
1998).

Se ha sugerido que este grupo deben reclasificarse en el biocontrol de la planta y como
promotoras de crecimiento. El concepto de PGPR se establece ahora bien para que sea
considerado como biocontrol pues las PGPR, indirectamente, aumentan el crecimiento de la
planta, por lo tanto la supresion de enfermedades muy conocidas causadas por patdgenos
mayores y reduciendo los efectos deletéreos de patdgenos (microorganismos menores que
reduce el crecimiento de la planta pero sin los sintomas obvios). El modo independiente de
accion es una clave importante de PGRP, es que todos colonizan las raices de alguna
magnitud. Durante los afios 80, se trabajé en el modo de accion de PGRP y de la actividad

bioldgica, sugiriendo que activan sistemas de defensa (Scheffer 1983).
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Evidentemente, se concluye que PGPR permanece en las raices de la planta donde pueden
inducir la resistencia a la planta contra patégenos sistémicos (Wei et al. 1991). Endofiticos en
raices han sido registrados de PGPR, tales como Bacillus polymyxa y Pseudomonas
fluorescens en varios cultivos. Estas bacterias endofiticas pueden estar en fa posicién
ecoldgica ventajosa ya que pueden crecer y competir en la superficie de la raiz, puede ser
capaces de desarrollarse dentro de la raiz relativamente protegidas del competidor y en el
medio ambiente de alto-tension de la tierra; de hecho muchas semillas, raices y tubérculos

normalmente son colonizados por las bacterias endofiticas (Kloepper et a/. 1990).

Por otro lado, se ha demostrado que en las raices de las plantas se establecen relaciones
simbidticas con comunidades de microorganismos especificos, los cuales son atraidos
mediante exudados que son producidos por la planta y que son emitidos mediante la endorriza
(Sikora 2003). Por esto microorganismos especificos logran colonizar las raices y
desencadenan reacciones de defensa en las plantas hospedantes. Este tipo de mecanismos de
defensa activados son conocidos como Resistencia Sistémica Inducida (ISR) o Resistencia
Sistémica Adquirida (SAR), donde la sefial estimuladora es capaz de inducir la sintesis y
acumulacion de acido salicilico(SA) y/o de etileno, que actuarian como mensajeros

secundarios para la produccion de fenilpropanoides (Pieterse 2001).

La ruta biosintética de los fenilpropanoides es muy importante para los mecanismos de
defensa de la planta, ya que los productos intermediarios generan como compuesto final la
lignina, necesaria para el reforzamiento de las paredes celulares. Asimismo, productos del
metabolismo secundario llevan a la obtencion de fitoalexinas, que se encuentran involucradas
con el bloqueo de los patogenos. Se considera que estas respuestas inducibles en la planta son

mecanismos de defensa contra los fitonematodos (Wuyts 2003).

Jaizme (1998) document¢ que una inoculacion micorritica temprana en el cultivar Gran enano
increment la tolerancia a Radopholus similis. Esta proteccion se explica muy probablemente
por el trabajo extra de bacterias promotoras de crecimiento, liberadas durante la interaccion
micorriza-planta, que estimulan de forma directa el crecimiento vegetativo y activan los

mecanismos de defensa hacia el ataque de fitonematodos.
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4.11. Caracteristicas de Psendomonas fluorescens

El metabolismo de Pseudomonas fluorescens es aerdbico y el oxigeno actiia como aceptor de
electrones terminales. Esta bacteria degrada la glucosa y otros carbohidratos por oxidacion,
producen una amplia variedad de enzimas, entre ellas las oxidasas y catalasas, colonizan
abundantemente el suelo, plantas y animales. Las Pseudomonas participan en la nitrificacién,
proceso microbiolégico mediante el cudl el NH4 es oxidade a NO; (Blandén 1996).
Igualmente estan consideradas como solubilizadoras de fosforo. Kloepper er al (1990)
describe a Pseudomonas fluorescens como una bacteria asociada al filoplano y a la rizosfera.
Si la bacteria es introducida en la semilla o material de siembra puede controlar enfermedades
patogénicas del suelo y promover el crecimiento al suprimir otro organismo dafiino. Varios
aislamientos de P. fluorescens presentan dos tipos de antibidticos feril pirrolleclorinados, uno
de ellos con accidn inhibidora contra comicetes (Howell y Stipanovic 1980). Pueden tener un
efecto inductor, mediante algin producto de su mecanismo que genera en las plantas

mecanismos de proteccién y defensa contra organismos patégenos (Cook 1991).

4.12. Caracteristicas de Bacillus thuringiensis y sus toxinas insecticidas

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, morfolégicamente
relacionada con Bacillus cereus y Bacillus anthracis. Estas tres especies bacterianas, durante
su ciclo de vida presentan dos fases principales: la fase de crecimiento vegetativo, en donde
las bacterias se duplican por biparticion cada 30-90 min, dependiendo del medio de cultivo y
la fase de esporulacion, la cual es un programa de diferenciacién de bacteria a espora
(Helgason et al. 2000). EI programa de diferenciacion consta de siete estadios, se dispara
cuando la bacteria se encuentra en limitacion de nutrientes (Bechtel y Bulla 1976), La espora
es una forma de vida latente que puede permanecer en el ambiente por periodos de tiempo
muy largos (afios) en ausencia de humedad y nutrientes. Cuando la espora se encuentra de
nuevo en un medio rico que contenga los nutrientes necesarios puede germinar para comenzar

de nuevo el crecimiento vegetativo.

Bacillus thuringiensis es considerada una bacteria ubicua ya que se ha aislado de todas partes
def mundo y de muy diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos,
telarafias, etc. A Bacillus thuringiensis (Bt} se le diferencia de B cereus y B anthracis por

contener un cuerpo paraesporal conocido como cristal, el cual es de naturaleza proteica y
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tiene propiedades insecticidas. Estd constituido por proteinas denominadas a-endotoxinas
también conocidas como proteinas Cry y Cyt. Se han encontrado a-endotoxinas activas contra
insectos lepidopteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos),
himenodpteros (hormigas), dcaros y también contra otros invertebrados como nemétodos,
gusanos planos y protozoarios (Feitelson 1993)., Se ha demostrado que después de ser
activadas, las proteinas Cry se unen a sitios especificos localizados en la micro vellosidad de
las células columnares del intestino medio de las larvas de insectos susceptibles: lepidépteros

(Hofmann ef al. 1988), coledpteros y dipteros (Bravo et al. 1992).

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Loealizacion del estudio

Se hicieron un muestreo de 6 fincas comerciales de banano de la Zona Atldntica de Costa
Rica, propiedad de la Compafifa de Desarrollo Agricola DelMonte (CDADM); Duacari 2,
Frutera, Carmen 1, Carmen 2, Imperio, Monte Libano. Las seis fincas en estudio se

dividieron a su vez en dos, para un total de 12 fincas.

El aislamiento y purificacion de las bacterias se llevdé a cabo en los laboratorios de
Nematologia del CATIE, ubicado en el cantén de Turrialba en la provincia de Cartago, Costa
Rica, localizado a 9° 57 de latitud norte y 83° 38 de latitud oeste y a una altura de 602 msnm,
temperatura promedio de 21.6°C, 87% de humedad relativa y una radiacién promedio
mensual de 17 kj M™ dia™’.

El estudio se realiz6 en 3 fases.

1. Al nivel de campo: se realizé un muestreo y se evaluaron 12 fincas comerciales
de banano.
2. Laboratorio: se aislaron las bacterias endofiticas y se identificaron realizando

pruebas de colonizacion, crecimiento y biocontrol.
3. Invernadero: utilizando vitroplantas se realizé evaluacién de promocion de

crecimiento y antagonismo con las bacterias endofiticas de mayor potencial.
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5.2 Seleccién de sitios de muesireo

El material vegetal muestreado fueron raices de banano del subgrupo Cavendish, sembradas
en las fincas en estudio. De las 12 fincas comerciales de banano Musa (AAA) se dividi6 en
dos sitios y/o zonas (alta produccion y baja produccion). De cada zona se tomaron & puntos
de muestreo. Cada muestra estaba conformada por raices de 5 plantas (muestra compuesta)
seleccionadas al momento de la floracién. Las raices se toman de una excavacién de 15 cm.
de largo x 15 cm de ancho x 30 cm. de profundidad a una distancia de 10 cm. frente al hijo de
sucesion de la mata de banano. Las raices se transportaran en bolsas pldsticas debidamente

identificadas antes de ingresarlas al laboratorio.
5.3. Aislamiento y obtencion de bacterias endofiticas

Las rafces fueron lavadas y clasificadas, en raices funcionales y no funcionales. Se pesaron 10
gr de raices funcionales, las que se cortaron en secciones de 2 cm en una camara de
transferencia,luego se procedio a la esterilizacion superficial en NaOCl al 2.5% por 3 minutos
y se lavaron con agua destilada esterilizada tres veces. Seguidamente se colocaron las raices
en papel toalla esterilizada para que el segmento quedara completamente seco.Se tomaron las
muestras y se maceraron con un mortero, hasta que quedara una mezcla homogénea, a la vez

que se le agregaba 10 ml de la solucién butfer (Hidroxido de potasio 0.01M) con un pH 7.4.

En tubos de ensayo con agua destilada esterilizada, se procedié a preparar las diferentes
diluciones 107, 107, 10”° Posteriormente con una micro pipeta, se colocaron 100 pl de la
dilucién y con una asa esterilizada se dispersé suavemente por el medio de los platos Petri
con Agar Nutritivo (AN) al 10%. Los platos Petri se sellaron con papel parafilme y se
incubaron a 25°C, por un tiempo de 24 y 48 horas. Una vez obtenidos los diferentes aislados
provenientes de los tejidos internos de las raices fueron transferidas las colonias a un medio
nutritivo (AN) 100%. Posteriormente se colocaron en la incubadora a 25°C, para luego hacer

la seleccion de colonias ya formadas de acuerdo a diferentes pruebas bioquimicas.
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F'igura 1. Metodologia wtilizada para extraer las bacterias endofiticas de los tefidos internos de las
FaIces.

5.3.1 Preparacién de medios de cultivos para bacterias

Para preparar el medio de cultivo se utilizd agar nutritivo(AN) al 100% como fuente de
alimento para las bacterias. Se colocé un litro de agua destilada en un beaker de 1000 mi, el
cual se calentd en un agitador (Fisher termix modelo 210T de seis velocidades). Una vez que
el agua alcanzd el punto de ebullicién se agregaron 23 g de Agar nutritivo mas 6 g de Agar
para solidificar el medio. Luego de homogenizada la solucidn, se dividié en Erlenmeyers de
250 ml tapandolos con papel aluminio, se esterilizaron en la autoclave (Market Forge),
sometiéndolas a una presion de 15 Ibs/pulgada’ y a una temperatura de 121°C por 30 minutos.
Los Erenmeyer de 250 ml con la solucidn ya esterilizada se traspasaron a la cémara de flujo
laminar (Edge Card Hood), la solucidn se distribuyé en platos Petri 90x15 mm,

aproximadamente 24 ml en cada placa,
5.4. Pruebas bioquimicas para identificaciéon de bacterias

5.4.1, Prueba de KOH

Esta prueba se basé en la resistencia de la pared celular de las bacterias gram positiva al
tratamiento con una solucién de hidroxido de potasio (KOH) al 3%. Se colocé una gota de
K.OH en un porta objetos, con una asa estéril se toma una porcién pequefia de masa bacterial
y se mezclo en forma rotacional con la gota de KOH. Después de 10 segundos de exposicion
al KOH si aparecia la masa viscosa era Gram negativa, si no aparecia era Gram positiva

{Bustamante 1993).
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Figura 2. Prueba de KOH para determinar bacterias Gram-y Gram -+

5.4.2 Prueba de Bacillus

Esta prueba se realizé para separar las Psewdomonas de los Bacillus, ya que estas Gltimas
forman esporas (endosporas) resistentes al calor (Buchanan y Gibbons 1974). Se colocaron en
bafio de Maria a 80 °C por 10 minutos en tubos de ensayo, una solucion de bacterias en agua
destilada estéril. Luego de rayarlos en los platos Petri con Agar Nutritivo, se colocaran en la
incubadora, las colonias que crecieron de nuevo después de bafio de Maria fueron clasificadas
como Bacillus. La reaccidn positiva a la prueba se confirmo en los platos con crecimiento

bacterial en AN a las 48 h de incubacidn (Okumoto 1992).

5.4.3. Medio especifico B-KING

Para la identificacion de Pseudomonas se preparo el medio especifico K-Bing, (Anexo 3)
donde se rayaron para ser seleccionadas, (colonias que producian fluorescencia), durante 24
horas, a 25°C. Posteriormente se realizd una seleccion de colonias utilizando como parametro

principal la fluorescencia de éstas, la cual fue verificada en una lampara de luz uliravioleta de
365 nm.

Figura 3. Pseudomonas spp vista en una cdmara de luz ultravioleta de 365 nm comparada con una
Bacillus spp.
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5.5. Caracterizacion morfologica
La forma, elevacién, color y el tipo de borde que caracterizaba el crecimiento de las colonias
de bacterias se utilizaron para una clasificacién preliminar. Por lo cual se hizo una

descripcion morfoldgica de la forma y color obtenidos de las bacterias.

5.6. Aislamiento y purificacion de bacterias

Las colonias de las bacterias endofiticas se rayaron en Agar Nutritivo (AN); las que
presentaban caracteristicas morfoldgicas semejantes de color y forma, fueron sometidas a
pruebas bioquimicas de Bacillus, ver numeral 5.4.2 y/o cultivadas en medios especificos (B-
King) para ser observadas en cdmara de luz ultravioleta, prueba para Pseudomonas ver

numeral 5.4.3 para su seleccidn.

5.7. Seleccion de bacterias endofiticas como promotoras de crecimiento y potencial
antagonista contra Radopholus similis.

5.7.1. Reproduccién de bacterias seleccionadas.

Dentro de la camara de flujo laminar, debidamente identificadas, se seleccionaron 64
bacterias con base en su habilidad de recuperacién del stock de almacenamiento y su rdpido
crecimiento en AN. Las bacterias seleccionadas se rayaron en sus medios correspondientes,
separando los Bacillus en medio de Agar Nutritivo (AN) y Psendomonas en medio especifico
de B-King. (Anexo 3), luego fueron almacenadas a temperaturas de 25°C, para una proxima

evaluacion.

5.8. Cultivo aséptico de Radopholus similis

Cultivos puros de R similis provenientes del Laboratorio de Nematologia (CATIE), fueron
subcultivados para su reproduccion en discos de zanahoria segiin la metodologia descrita por
Speijer y De Waele (1977) y O Bannon (1968). Estos cultivos se dejaron aproximadamente
seis semanas en una camara obscura, a una temperatura de 27°C. Los nematodos méviles que
se encontraban en la superficie de los Petri (35mm) fueron colectados para su transferencia a

nuevos discos de zanahoria.

18



5.8.1. Preparacion de discos de zanahoria estériles para la reproduccion de Radopholus
similis

Bajo condiciones estériles, zanahorias frescas previamente desinfectadas con detergente
liquido, fueron asperjadas con alcohol al 70% y flameadas por tres veces consecutivas. En
pape! servilleta autoclavado, se procedid a cortar transversalmente en discos de 3 a 5 mm
aproximadamente con un bisturi previamente flameado. Cada disco fue transferido con

pinzas estériles a platos Petri de 35 mm y sellados con papel parafilme.

5.8.2 Inoculacion de los discos de zanahoria con Radopholus similis

Los nematodos visibles en la superficie de los discos de zanahoria se {avaron con agua estéril.
La solucion fue recolectada en viales estériles por medio de una pipeta. Por cada dos
milimetros de suspensién de nematodos, se utilizé un milimetro de Suifato de estreptomicina
(solucion liquida de 2000 ppm) para esterilizacion, Se dejaron reposar por media hora hasta
que se formara un precipitado de nematodos y fuera posible remover el sobrenadante.
Posterior a esto, se lavaron por tres veces, aplicando agua estéril y dejando reposar hasta la
formacion de precipitado. Se procedié a remover nuevamente el sobrenadante a modo de
dejar la mayor concentracion de individuos en el menor volumen posible de agua
Posteriormente a la desinfeccidon de los nematodos, seis gotas de la solucion de nematodos
fueron depositadas en las orillas de los discos de zanahoria estériles. Estos cultivos fueron

almacenados en incubadoras, bajo condiciones de oscuridad a 27°C.

5.9 Preparacion del sustrato

El sustrato para la siembra de plantas de banano que se us¢ es una mezcla 1:1 de suelo y
arena tamizados. Este material se esterilizé en la autoclave (Market Forge) a una presion de
151bs;r'pu!gada2 con una temperatura de 121°C por 60 minutos. Se dejo enfriar 24 horas para

Su USO posterior.

5.10 Material vegetal

Las plantas utilizadas para el experimento son vitro-plantas de banano del grupo Cavendish
cultivar Gran Enano y cultivar Wiiliams, con seis semanas de endurecimiento en invernadero,
propotcionadas por el invernadero Cristal ubicado en Siquirres, Limén. Los cultivares Gran

Enano y Williams, son los mas usados comercialmente en Costa Rica.
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5.11 Seleccion de bacterias endofiticas utilizadas para las pruebas de penetracion y
colonizacion

5.11.1. Inoculacién de vitre plantas con bacterias endofiticas

El sistema radical fue inmerso en una suspensién de bacterias seleccionadas a una
concentracién de 10° ufe, contenido en un beaker de 2000 ml de capacidad. Las vitroplantas
se dejaron sumergidas, agitindolas levemente, por un tiempo de cinco minutos.
Inmediatamente, se sembraron en los vasos plasticos, conteniendo suelo estéril (descrito en el

numeral 5.9). Las plantas se dejaron bajo condiciones de invernadero.

5.11.2. Prueba de colonizacion:

La prueba consiste en inocular plantas in-vitro con los 64 aislamientos seleccionados para
evaluar colonizacién. Se prepararon soluciones con agua destilada esterilizada con una
concentracion de 10° ufc para cada una de las bacterias (con un hematocimetro). Se utilizaron
vitro plantas de banano de la variedad Gran Enano de 4 semanas de edad. Las plantas
crecieron en invernadero durante 10 dias, para luego sacarlas y realizar las pruebas de
colonizacién de la siguiente manera:

o Lavar las raices y cormo

e Dividir el material de raices, cormo, tallo y hoja y se trasladan a la cdmara de flujo
laminar (Edge Card Hood) para desinfectarlos.

o Desinfectar el material dentro de la cdmara de flujo laminar (Edge Card Hood).Se
prepararon 12 recipientes esterilizados para cada planta, cuatro con hipoclorito de
sodio al 2% y ocho con agua destilada esterilizada.

e Colocar los segmentos de planta, en su respectivo recipiente con hipoclorito de sodio
al 2% por 2 minutos.

« ‘Trasladar a otro recipiente que contenia agua destilada esterilizada, por 2 minutos y de
nuevo a otro recipiente con agua destilada esterilizada por 2 minutos.

e Terminada la desinfeccién se colocaron las piezas en papel toalla esterilizada para que
se sequen y seleccionar el mejor material,

o Los segmentos de raices, cormo, tallo y hoja escogidos se cortaron en 5 pedacitos y se

colocaron en PDA al 10%. Se incuba durante 48 horas.
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o A las 48 horas se revisé el material colonizado y se obtuvo el porcentaje de
colonizacion de cada planta. Cada segmento de raiz, cormo, tallo u hoja a la cual se le

encontraba la bacteria inoculada representa un 5%.

5.11.3. Prueba de penetracion

Un total de 64 aislamientos de bacterias endofiticas fueron evaluadas para determinar la
reduccién de R. similis en plantas protegidas con bacterias y la influencia que estas tienen en
controlar Ia penetracion de nematodo. A partir de los resultados de las pruebas efectuadas, se
seleccionaron las bacterias presentes en el cuadro 5. Seguidamente se procedic a inocular las

vitroplantas con bacterias endofiticas de acuerdo al numeral 5.12.

5.11.4. Inaculacién del material vegetativo con Radopholus similis

Cuando los nematodos fueron observados en colonias grandes en la superficie de platos Petri
y el perimetro de los discos de zanahoria, estos se removieron con agua destilada y fueron
decantados en Erlenmeyer con la ayuda de una pipeta. La solucién obtenida del lavado fue
aforada a un volumen conocido y se procedi6 a determinar la concentracién de nematodos por
ml. La solucién fue ajustada a una suspencion de 500 nematodos/6ml de agua en un
Enlenmeyer de 2000ml. A los 7 dias de la inoculacion con la suspension de bacterias se
efectiio la inoculacion con los 500 nematodos por planta. La inoculacion se efectiio con la
aplicacion de 6 ml de la suspension mediante una pipeta Eppendorf calibrada. Estos se
inocularon en tres agujeros hechos en la circunferencia del area radical de la planta, y para
asegurar que la aplicacién de nematodos fuera homogénea en cada planta, la suspension fue

agitada continuamente.
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5 11.5. Extraccion de nematodos

Se utilizé la metodologia de macerado y filtrado utilizada en el Laboratorio de Nematologia
de la Corporacién Bananera Nacional (CORBANA S.A) que es una adaptacion al método
Taylor y Loegering.

o Se lavaron, cortaron y pesaron las raices.

o Luego se licuaron (licuadora Hamilton Beach, de dos velocidades) por cinco segundos
en velocidad baja y cinco en velocidad alta.

e El contenido se tamizd en un juego de cribas. Se tamizaron en el tamiz de 50 por dos
minutos, en el tamiz de 100 por un minuto y el resto que quedd en el tamiz de 500 se
completo con agua a los 100 cc en un contenedor.

e Para el conteo de nematodos se tomaron alicuotas de 2 ml después de homogeneizar la
suspension y se transfirieron a micro camaras de conteo. Se realizaron dos conteos de
nematodos por alicuota en el microscopio.

o A partir de los nematodos cuantificados por alicuota, se estimé la cantidad total de

nematodos por 100g de raiz a través de una extrapolacién con el volumen total.

5.12. Experimentos a evaluar

De las bacterias endofiticas seleccionadas se tomaron para evaluar promocion de crecimiento

y actividad antagonista hacia Radopholus similis dos variedades: Gran Enano'y Williams.

5.13. Biocontrol del nematodo Radopholus similis.

Se evaluaron en invernadero 30 aislados de bacterias clasificadas en dos grupos; 15 Bacillus
y 15 Pseudomonas (Cuadro 7). Se procedié a inocular las vitroplantas con una suspension de
cada una de las bacterias seleccionadas siguiendo el proceso descrito en el numeral (5.12) A
las 3 semanas de crecer en el invernadero se procedi¢ a inocular el material vegetativo con
Radopholus similis, siguiendo, los procesos descritos en el numeral (5.15) manteniéndolas en
el invernadero por 6 meses. Los nematodos utilizados para esta prueba fueron extraidos del
sistema de reproduccién basado en discos de zanahoria, trabajados durante el transcurso de

esta investigacion. Este proceso es descrito en la seccién (5.8.1 y 5.8.2).
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5.13.1. Descripcion de los tratamientos

La evaluacién in vivo consistié en 30 tratamientos, representados por cada una de las
bacterias seleccionadas, Los tratamientos testigo consistian en control absoluto (TA) sin
neméatodos ni bacterias; un control solo con nematodos (SN), y control quimico (TQ) con
aplicacion de Counter (Terbusfos), mezclindolo con el suelo un dia antes de montar el
experimento con una dosis de 10 ppm equivalente a la muestra, el nematicida seleccionado es
el més utilizado en las plantaciones comerciales de banano. Después del tiempo establecido
(6 meses) se sacaron las plantas de las bolsas y se procedié a la extraccion y conteo de

nematodos descritos en el numeral 5.16.

5.13.2. Variables respuesta

1. Nimero de nematodos: Se contd el niimero de nematodos vivos extraidos de las raices de
cada uno de los tratamientos.

2. Peso del sistema radical

3. Peso aéreo de la planta

4, Peso total de la planta

5.14, Promocion de crecimiento.

Se procedid a inocular las vitroplantas con una suspensién de cada una de las bacterias
seleccionadas siguiendo el proceso descrito en el numeral (5.12). Antes de evaluar las
plantas, se midieron la altura (cm) y didmetro basal del sistema foliar, y el nimero de hojas.
Las plantas fueron trasladadas al laboratorio de raices del CATIE, donde fueron removidas de
las bolsas. Se procedio a un lavado del sistema radical con un caudal de agua con poca
presion para evitar el desprendimiento y pérdida de los pelos radicales. Posteriormente, las
plantas se colocaron en papel toalla para remover el exceso de humedad. Las raices fueron
cuantificadas y separadas del sistema foliar mediante un bisturi, y se colocaron en recipientes
plasticos debidamente rotulados. Posteriormente, el sistema foliar y las raices se pesaron en
una balanza analitica de 0,01g de precisién. Las raices fueron almacenadas en agua, de

manera que el tejido se mantuviera turgente para una adecuada extraccion de nematodos.
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La morfologia de raices fue analizada mediante un escaner Hewlett Packard Scan Jet
6100C/T del software WinRhizo. Las raices de cada planta se colocaron lo mas
extendidamente en bandejas de 10x30cm, donde fueron escaneadas para el anilisis de las

variables didmetro promedio (mm), longitud total (cm) y longitud/volumen (cm. fm’)

5.14.1. Variables respuesta

I. Peso radical

2. Peso aéreo.

3. Largo promedio de raices.

4, Grosor promedio de raices
5. Volumen promedio de raices

6. Promedio del largo de las raices segun e grosor de las mismas

5.15. Disefio experimental y analisis estadisticos

Para realizar el analisis de varianza del potencial de antagonismo (numeral 5.13) y promocion
de crecimiento (numeral 5.14) se utiliz6 un Diseflo de Parcelas Completamente al Azar con 5
repeticiones para cada tratamiento, El modelo del ANOVA fue el sigutente:

Yij = p + Ti + if

Donde:

Yij = es la variable respuesta

n = es la media general

Ti = es el efecto del i~ésimo tratamiento

gij = es el término de error supuestamente distribuido normal e independiente con media cero

y varianza constante

Para realizar los andlisis se utilizé el programa estadistico SAS (SAS Instituto 2005 version

8e) e Infostat 2006. Las medias se compararon mediante la Prueba Tukey (p<0.05).
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5.16. Analisis estadistico para estudio de poblaciones, en diferentes

fincas
convencionales

Se realizaron pruebas de Chi-cuadrado, analizando variables de caracteristicas para medir

asociacién entre sitio alta produccion y sitio de baja produccion para las bacterias

identificadas en ambos sitios.

a- Pruebas de Chi —cuadrado entre sitios

b- Frecuencias y asociaciones:
- para la distribucion de las bacterias halladas en las diferentes zonas
- Bacillus en relacion con el sitio alto y sitio bajo produccion.

Pseudomonas en relacion al sitio bajo y sitio alto produccién.
d- Pruebas de chi-cuadrado, para la caracterizacion morfologica:

-Formas de colonias por sitio alto y baja produccion, en diferentes diluciones

-Color de colonias por sitio alto y baja produccién. y diferentes diluciones.
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6. RESULTADOS

6.1 Biversidad de bacterias endofiticas
El nimero de aislamientos de bacterias endofiticas encontradas en las doce fincas de banano

estudiadas en la presente investigacion se ilustran en la figura 4. Un total de 242 aislamientos

fueron recobrados tanto de zona de alta y zona de baja produccion.

Numero de Bacterias para cada Finca

Valores Acumulados

Fincas

€= Bacillus C™  Pseudomonas Otras

Figura 4. Total de bacterias endofiticas, aisladas por finca convencionales comerciales

De acuerdo a los resultados obtenidos en el proceso de aislamiento y obtencion de bacterias
endofiticas, el género Bacillus fue el dominante en 9 de las 12 las fincas evaluadas, debido a
que presentd mayor niimero de aislamientos encontrados. Por ejemplo en las finca 4 (Imperio
finca 5 (Monte Libano) y finca 6 {(Carmen 1) mas del 90% de los aislamientos recobrados
pertenecieron al género Bacillus. En segundo lugar se ubico el grupo de bacterias no

identificadas, y en tercer lugar los aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas.
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Mientras que en la fincas: F-2 (Carmen 2-1), F-3 (Imperio-1), F-10 (Frutera-1), F-11 (Duacari
2-1), F-12 (Duacari 2-2), los valores acumulados, se distribuyeron en los dos géneros
identificados, Bacillus, Pseudomonas y el grupo de bacterias no identificadas denominadas

como otras.

El cuadro 1. presenta el porcentaje de frecuencia de aislamiento por género de bacterias
endofiticas encontrada en la zona alta de produccidn y la zona baja de produccién de las 12
fincas estudiadas, encontréndose que no existieron diferencias significativas para el sitio de
produccion. Estos resultados indican que no existié ningiin grado de asociacion entre el tipo

de sitio de produccion con mayor o menor frecuencia de hallazgo de las bacterias endofiticas.

Cuadrol. Pruebas de Chi cuadrado para medir sitios de produccidn y presencia de bacterias

Bacterias Sitio de Produccién Probabilidad de
% de Identificacion chi-cuadrado
Alto Bajo
Bacillus 60 54 0.3349
Pseudomonas 14 17 0.2276
Otras 26 29 0.5840
Total (%o) 100 100

6.2 Caracterizaciéon morfolégica (forma y color de las colonias observadas)

Cuadro 2. Prueba de Chi-cuadrade para comparar las formas de las colonias de las bacterias
predominantes encontradas en los sitios de alta y baja produccion de las doce fincas estudiadas

Probabilidad

Formas Alta Produccion Baja Produccion 0.0136
Colonia en cadena 62.71% 37.29%
Expandida/lisa 58.06% 41.94%
Expandida/rugosa 100% 0
Redonda/lisa 46.46% 53.54%
Redonda/rugosa 100% 41.67%
Rugosa 58.33%
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Cuadro 3 Prueba de chi-cuadrado para comparar los colores de las colonias de las bacterias
predominantes encontradas en los sitios de alta y baja produccion de las doce fincas estudiadas

Probabilidad
Color Alta Produccién Baja Produccion 0.0018

Amarilla 66.67% 33.33%

Blanca 51.02% 48.98%
Blanca/lechosa 70% 30%

Crema 68.18 % 31.82%
Transparente 50% 50%
Transparente/brillo 0% 100%

Los cuadros 2 y 3 sumarizan la comparacion de frecuencia de hallazgo en caracteristicas de
forma y el color de las colonias de las bacterias por sitio de produccidn y las probabilidades
de chi cuadrado correspondientes. Para ambas variables cualitativas se encontraron
diferencias significativas entre los sitios de produccién. Para el sitio de produccion alta con
excepcion de la forma redonda lisa, todas las otras formas de colonias de bacterias fueron mas
frecuentemente encontradas que en el sitio de baja produccion. Siendo las formas expandida -
rugosa y colonia en cadena las predominantes, correspondiendo a un 100 y 62 71%,
respectivamente. La misma tendencia se encontré para el color de las colonias de las
bacterias, donde en el sitio de produccién alto, se encontraron mayores porcentajes de
hallazgo que en el sitio bajo predominando colonias de color blanco lechoso y crema
correspondiendo a 70 y 68.18% respectivamente. Las caracteristicas morfoldgicas de forma y
color predominantes en el sitio de alta produccion estan asociadas mayormente con el género
Bacillus. Por otro lado, las caracteristicas de color transparente brillo y redonda lisa
encontradas con mayor frecuencia en el sitio bajo se asocian mayormente con el género
Pseudomonas. Las figuras 5 y 6 ilustran la forma y coloracion de las colonias de las bacterias

encontradas.
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Figura 6. Formas de bacterias endofiticas que predominaron en el género Pseudomonas

6.3. Purificacién de aislamientos de bacterias endofiticas:

De un gran total de 242 aislamientos de bacterias endofiticas provenientes de sitios de alta y
baja produccion de las 12 fincas comerciales de banano, se lograron purificar 122
aislamientos, de los cuales 97 pertenecientes al género Bacillus y 25 al género Pseudomonas.
(Cuadro 4). De los 122 aislamientos de bacterias se seleccionaron 64: 42 Bacillus y 22

Pseudomonas, para ser usadas en las pruebas de penetracion y colonizacion.



Cuadro 4. Resultado total de bacterias endofiticas aisladas y purificadas de las 12 fincas

Namero del Nimero det Namero del
aislamiento Cédizo Génere aislamiento Cadigo Género aistamiento  Cédiga Género
1 FIMI-5 Bacillus 41 F4M6-5  Bacillus 82 FEM3-3 Bacilhus
2 FiM4-3 Baciilus 42 F4M4-3  Bacillus 83 FaM4.3 Bacillus
3 FIMS5-5 Bacillus 43 F5Mi-5  Bacillus 84 FBMS-5 Bacillus
4 FIMS§-1 Bacillus 44 F3M2-5  Bacillus 85 F8M6-1 Bacillus
5 FIM3-5 Bacillus 45 F3M3.5  Bacillus 86 FOMI-3  Bacillus
6 FimM4-3 Bacittus 46 FiM4-3  Bacillus 47 FOM3-3v  Baciflus
7 F1Ma&-5 Bacillus 47 F5M6-5  Baciilus 88 FOM3-5  Bacillus
8 F2MIL-5 Pseudomonas 48 F5M5-3  Bacillus 89 FoMi-3 Bacillus
g FZM2-5 Bacilfus 49 FS5M1-3  Baciflus 90 FOM3-3  Bacillus
10 FIM3.5 Pseudomenas 50 F5M2-3  Bacillus a1 FOM&6-3 Bacillus
i F2M35.5 Bacilfus 31 F5M3-5V  Bacillus 92 FIOMLE3  Preudomona
12 F2M6-3 Baeillus 52 FiM4-3*  Bacillus 93 FIOM4-3  Bacillus
13 F2Mi-5 Psendomonas 53 F3M6-3  Buoeillus g4 FIOMS-5  Pszudemena
i F2M2-5 Bacillus 34 F6MI-1 Baciilus 95 FIOM6-5  Psendomona
5 FIM3-3 Pseudomonas 35 Fom2-3*  Baciflus 96 FIOM1-3  Baciilus
16 FIM5-5 Bacillus 56 F6M3-5  Baciflus 97 FIOM2-5  Bacillus
17 FIM6G-3 Bacillus 57 F6M4.5  Bacillus 98 Fi0M4-3  Bacillus
18 F3MI-3* Baciltus 58 FoMS-3  Bacillus 99 FiOMS3-5  Psendomona
19 FIM2-5 Bacillus 59 FeMI-3  Bacillus 100 FIOM3-3  Pseudomona
20 F3M3-5 Bacillus 80 F6M2-5  Bacillus 191 FIOME-3  Bacillus
21 F3M3-3 Psendomonas 61 F6M3-3  Bacillus i02 F1iMI1-5* Bacitius
2 F3M5-5 Bacillus 62 F&6M35-5  Bacillus 103 F1IM3-3  Bacillus
23 F3M6-3 Bacillus 63 F6M6&-5  Bacillus 104 FilM4-3  Pseudomona
24 FiM1-1 Pseudomonas 64 FIMI-3  Bacillus 103 FLIM3-5  Bacitlus
25 F3MI1-5 Bacitlus 65 FIM2-3  Bacillus 106 F11M6-5* Pseudomona
26 FiM2.3 Psendomonas 66 FIM3-1  Bacillus 107 FIIMI1-3  Psendomona
27 FiMz-5 Bacillus a7 FIM8-5  Bacillus i08 F1iM2-3  Bacillus
28 FiM4-3 Pseudomonas 68 FIM2-t  Bacillus 1G9 FiIM3-5  Pseudomona
29 FiMd.5 Bacillus 69 FiIM3-3  Racillus 119 FiiM4-5  Pseudomona
30 F3M5-5 Pseudomonas 70 FIMS-3  Bacillus (R F11M5-3  Bacillus
3l F3M6-3 Baeillus 71 FiM6-5  Baciilus 112 FIIM6-3  Psendomona
32 F3M6-5 Baciilus 72 FIM4-3  Bacillus HE] FIZM1-3  Bacillus
33 FdMI-5 Bacilfus 73 FIM6-5*  Pseudomonas 114 FI2ZMI-3  Pseudomona
M F4AM2-5 Bacillus 74 F8MI-l  Baciflus 115 F12M2-1  Bacillus
i3 F4M3-5 Bucilius 75 FBM2.3  Bacilius 1§13 FI2M3.5  Bacillus
38 FAM3-5 Bacillus 16 FE8M3-3  Bacillus 117 FI2ZM6-3  Bacilius
37 F4M6-5 Bacilius 77 F8M5-5  Bacillus 18 FI12M6-3  Bacilluy
38 F4M1-3 Bacillus 78 F8M4-3  Bacillus 119 Fi2MI-3  Bacilhs
19 F4M3-5 Psendomonas 79 F8M6-5  Bacillus 120 FI13M4-3  Prendomona
40 F4M3-3 Baciltus 80 FBM1-5°  BRacillus 121 F12ZM5-53  Baciflus
81 F8M2-3  Bacillus 122 F12M5-3  Psewdamona
F=Finca

2= Nimero de la finca

5= La dilucién por la cual se obtuvo la bacteria, se utilizaron tres diluciones:-1,-3-5
A= la zona de produccion Alta Produccién / B= Baja Produccién,

B= Baciltus y/o B= Pseudomonas.
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6.4 Seleccion de bacterias endofiticas con actividad antagonista contra
Radopholus similis

Resuitados pruebas de penetracién

Cuadro 5 Porcentaje de penetracién de Radopholus similis en plantas de Gran Enano 7 dias después
de la inoculacién con los nematodos

Nematados % Nemnatodos %
Frata Cddige  Género Totales Penetracién Irata Cédigo  Género totales Penctracidn

56 B-36 Bacillus G p 0 57 P-57 Pseudomonas 21 ijkimnop 42
46 P46 Pseudomonas 3 po 06 51 B-51 Bacillus 23 hijklmnop 46
52 P-32 Pseudomonas 3 po 06 23 B-25  Bacillus 24 ghijklinnop 48
62 B-62 Baeillus 3 po 06 b4 B-14  Bacillus 26 ghijkimnop 52
64 P64  Pseudomonas 3 po 06 12 B-22  Baciiius 26 ghijklmnop 52
45 P-45 Pseudomonas 3 nop 1 33 B-33  Baeillus 16 ghijklmnop 52
59 P-59  Pseudomonas 5 nop | 47 B-47 Bacillus 26 ghijkimnop 52
26 B-26 Bacillus 6 muop 12 b B-24  Bacillus 27 fghijklmno 54
33 P-35  Pseudomonas 6 mnop i2 42 B-42  Bacillus 27 {fghijkimne 34
a3 P-63 Psenudomonas 6 mnop 12 17 P17  Pseudomonas 29 efghijklmne 38
48 P48 Pseudomonas 8§ Imnop 16 7 B-7 Bacillus 30 efghijklmn 6
6l B-61 Bacillus g8 imnop 16 30 B-30  Baeillus 30 efghijkimn
28 B-28 Bacillus 9 Imnop 18 41 B-41 Bacillus 32 efghijklm 64
7 B-37  Bacilius 9 lmnop 18 5 B-3  Bacillus 33 defghijkl 66
44 P-44  Pseudomonas 9 Imnop i8 6 P-6  Pseudomonas 33 defghijk! 66
50 B-5G¢  Bacillus 9 Imnop 18 33 B-33 Bacillus 33 efghijkl 66
54 P-54 Pseudomonas 9 Imnop 18 20 B-20 Bacillus 38 cdefghijk 16
36 B-36 Bacillus 12 kimnep 24 2 B-2  Baciflus 40 bedefghi 8
40 B-40 Bacillus 12 klmnop 24 10 B-10 Baeillus 42 bedefphi 84
29 B-29  Bacillus 14 kimnop 28 1 B-1  Bacillus 47 bedefgh 94
35 P-35  Psendomonas 15 jklmnop 3 i2 B-12  Bacillus 48 bedifg 96

P-8  Prseudomonas 17 ijkimnop 34 9 P-9  Pseudomonas 50 cdelg 10
32 B-32  Bacilluy 17 ijkimnep 34 19 P19 Psewdomonas 30 bedelg 10
60 B-60 Bacilius 17 ijklmnop 34 i3 P-13  Psewdomonas 51 bedef 102
58 P58 Pseudomonas 18 ijklmnop 316 16 P-16  Psewdomonas 53 bede 166
2% B-21 Bacillus 20 iklmnop 4 11 B-11 Bacillus 57 bed L4
27 B-27 Bacillus 20 ijklmnop 4 4 B-4  Bacillus 59 be it8
3 B-31  Bacillus 20 ijkimnop 4 15 P-15  Pseudomonas 60 be 12
43 B-43  Bacillus 20 jkimnop 4 3 B-3  Bacilius 63 b 12
49 P49 Pseudomonas 20 ijklmnop 4 18 B-18 Bacillus 63 b 126
23 B-23  Bacillus 21 ikimnop 42 Testige Sin bacteria 63 b 126
4 B-34  Bacillus 21 ijkimnop 432 33 B-38 Bacillus 64 a 208
19 B-3%  Bacillus 21 ijklmaop 4.2

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0 03)

Los resultados de la prueba de penetracién indican que existieron diferencias significativas
entre las bacterias endofiticas y el testigo (sin bacteria) sobre la penetracion de R similis en el

sisterna radical de las plantas.

De las 64 bacterias evaluadas 24 aislamientos presentaron porcentajes de penetracion

inferiores a 4%, en comparacion al testigo que obtuvo un porcentaje de penetracion de 12.6%.
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Por otra parte, solamente el aislado, B-38 perteneciente al género Bacillus presentd
porcentajes de penetracion superiores al testigo (Cuadro 5). Dentro de los aislamientos que
presentaron menores porcentajes de penetracion se encuentran los tratamientos B-56, P-46, P-
52, B-62, P-64. Sin embargo, 50 aislamientos de las 64 evaluados presentaron diferencias
significativas con respecto al testigo, correspondiendo a porcentajes de penetracion inferiores
al 8%.

En el cuadro 6, se presentan los resultados de la prueba de colonizacidn de las 64 bacterias
evaluadas en la presente investigacién. En general, la mayoria de las bacterias fueron muy
eficientes en colonizar rafces, cormo, pseudotallo y hojas de la planta. Sin embargo, los
mayores porcentajes de colonizacion se encontraron en las raices y los cormos y en menor
grado en las hojas. Considerando porcentajes de colonizacion promedio por planta
independientemente del drgano colonizado, se encontré que 6 aislamientos presentaron
porcentajes de colonizacidén superiores a 90%, 18 aislamientos entre 80 a 90%, 19
aislamientos entre 70 a 80% y 18 aislamientos entre 60 a 70%. Solamente 4 aislamientos

presentaron porcentajes de colonizacién menores de 60%,
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Cuadro 6: Porcentaje de colonizacion de bacterias endofiticas en los drganos de plantas del
cultivar Gran Enano.

Tratamiento  Cédige Género % de Colonizacion
Rafz Cormo Talle Hoja Promedio por planta
64 P64 Pseudomonas 40 100 100 100 91,5
62 B-62 Bacillus 80 100 100 100 95
28 B-28 Bacillus 30 100 160 90 95
30 B3-30 Bacillus 80 100 100 90 92.5
61 B-&1] Bacillus 60 160 100 100 90
13 p-13 Pseudomonas 70 00 100 90 90
26 B-16 Baciilus 0 160 100 80 874
60 B-60 Bacillus 80 100 0 80 87.5
4G P-49 Pseudomonas 100 %0 80 20 875
33 B-33 Bacillus 90 100 iy a0 875
i2 B-12 Bacillus 80 ¢ 100 80 87.5
32 P-52 Psendomonas 70 iy 0 70 825
59 P-39 Pseudomanas 80 100 160 50 825
29 B.29 Bacillus 70 100 80 70 825
8 P-B Pseudomonas 90 90 100 &0 825
32 B-32 Bacillus 50 90 100 g0 82.5
16 P-16 Pseudomonas 80 90 100 60 82.5
14 B-t4 Baciifus 50 90 100 0 82.5
46 P46 Pseudomonas 60 100 106 60 86
37 B-37 Bacitlus 50 80 100 80 80
40 B-40 Bacillus 60 100 80 70 80
35 P35 Pseudomonas 50 90 100 80 80
43 B-43 Baciltus 30 80 100 90 80
39 B-39 Bacillus 40 100 80 160 80
63 P-63 Pseudomonas 70 100 90 50 718
48 P-48 Pseudomonas 40 100 100 70 715
58 P-58 Pseudomonas 30 100 100 60 7158
31 B-31 Bacillus 50 100 100 6G 715
57 P57 Pyeudomonas 90 100 90 30 77.5
38 B-38 Bacillus 38 100 100 80 77.5
55 P.55 Psendomonas 60 100 100 40 75
36 B-36 Bacillus 60 100 100 490 75
27 B-27 Bactlfus 30 9G 100 80 75
34 B-34 Bacillus 30 90 100 60 75
6 P-5 Pseudomonas 70 100 00 30 75
4 B4 Bacillus 50 100 9G 70 75
47 B-47 Baciilus 100 80 30 3¢ 725
3 B-3 Bacillus 60 30 190 70 7.5
44 P-44 Psewdomonas 80 100 60 40 T4
23 B-23 Bacillus 30 90 90 0 e
2 B.2 Bacillus 60 70 50 60 70
15 P-15 Psewdomonas 60 70 100 50 70
9 p-9 Pseudomanas 80 70 90 490 70
18 B-18 Bacillus 30 50 100 90 67.5
24 B-24 Bacillus 60 70 90 30 67.5
20 B-20 Bacillus 80 80 90 20 615
it B-11 Bacillus 40 90 iog 40 675
1 B-1 Bacillus 4 90 GG 50 675
33 B8-13 Bacillus 50 100 100 20 67.5
10 B8.10¢ Bacillus 60 80 90 30 67.5
7 B-7 Bacillus 70 90 70 40 67.5
5 B-§ Bacillus 70 80 90 20 65
25 B-25 Bacitlus 30 80 90 40 65
56 B-56 Bacillus 20 S0 90 80 62.5
43 P45 Pseudomonas 40 50 80 80 62.5
50 B-30 Bacillus 10 80 90 50 62.5
54 P-34 Pseudemonas 40 100 70 40 62.5
i7 P-17 Pseudamonas i 90 100 30 62.5
41 B-41 Bacillus 30 80 80 30 6.5
21 B-21 Bacillus 50 60 80 30 60
51 B-51 Bacillus 30 BO 70 60 ]
42 B-42 Bacillus 0 100 90 20 57.5
22 B.22 Bacillus 30 a0 60 50 506
19 P19 Pseudomonas 20 80 70 30 50
Testieo Sin bacteria 6 40} 6t 20 S0




Cuadro 7 Seleccion de las mejores 30 bacterias endofiticas basado en la reduccion de la penetracion
y habilidad de colonizacién de las plantas

Tratamiente  Cddigo Género Finca % de colonizacién % de penetracidn
10 B-56 Bacillus sp Duacari 2 625 0
12 B-62 Bacillus sp Duscari ZA 93 06
i6 P-52 Pseudomons  Duacari 2 825 06
23 P-64 Pseudomona  Duaceri 2° 973 06
30 P-46 Pseudomona  Frutera A 80 06
21 P-59 Pseudomona  Puacari2 825 t
25 p-45 Pseudomona  Fratera A 623 1
18 p-55 Pseudomona  Duacari 2 75 12
22 P-63 Pseudomona  Duacari 2* Xk 12
11 B-61 Bacillus sp Puncar] 2A 90 )
26 P-48 Pseudomona  Frutera A 715 16
27 P-54 Pseudomona  Duacari2 715 6
4 B-28 Bacillus sp Monte Libeno 93 18
7 B-37 Baciltus sp ElCarmen | 80 i8
9 B-50 Bacillus sp Frutera A 625 18
24 P-44 Psendomona  Frutern A 70 18

B-36 Baeillus sp El Carmen | 75 24
5 B-29 Baciltus sp Monte Libano 825 28
28 p-8 Pseudomona  El Carmen2A 8235 34
20 p-58 Pseudomong  Duacar} 2 15 16
3 B-31 Bacillus sp El Carmen | 7735 4
8 B-43 Bacilius sp. Frutera 80 4
14 B-21 Baciflus sp.  Monte Libano 60 4
17 PAg Pseudomona  Fruters A 8735 4
15 B-23 Bacillus sp. Monte Libano 70 432
19 P-57 Pseudomona  Duacari 2 775 2
2 B8-25 Bacillus sp Monte Libane &5 48
13 B-14 Bacillussp Eilmperio 825 32
29 p-17 Pseudomona  El imperio 625 58
1 B-7 Bacillus sp.  El Carmen 2 67.5

El cuadro 7 contiene las 30 bacterias endofiticas seleccionadas tomando en consideracidn su
efecto sobre la penetracion del nematodo y su habilidad para colonizar los 6rganos de la
planta. Las bacterias seleccionadas presentaron porcentajes de penetracion de R similis en el
sistema radical inferiores al 6% y colonizaciones superiores al 62%. Dando prioridad al
porcentaje de penetracion debido a que es una variable mas robusta e indicadora del potencial
antagonista de las bacterias sobre el nematodo en cuestion. De las 30 bacterias seleccionadas
16 presentaron porcentajes de penetracion menores al 2%, correspondiendo a 10 aislamientos
del género Pseudomonas 'y 6 aislamientos del género Bacillus. Ocho aislamientos presentaron

porcentajes de penetracion entre 2 a 4% (Cuadro 7).
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6.5 Efecto de los aislamientos endofiticos en la actividad de biocontrol contra
Radopholus similis en vitroplantas de banano

La actividad de biocontrol de los 30 aislamientos de bacterias endofiticas fue evaluada en dos
cultivares de banano: Williams y Gran Enano. Para el cultivar Williams, existieron
diferencias significativas en la poblacién final de R similis en el sistema radical en
comparacion con el testigo con nematodos, pero no con el testigo quimico. Sin embargo, 15
de las bacterias evaluadas presentan actividad antagonista similar estadisticamente que el
control quimico, correspondiendo a porcentajes de biocontrol entre 73 a 96% (Cuadro 8). Es
importante destacar que el aislamiento P 52 perteneciente al género Pseudomonas presento
porcentajes de biocontrol superiores al quimico 96 y 95% respectivamente. Adicionalmente,
6 bacterias tuvieron porcentajes de biocontrol superior o igual al 90%, cuatro aislamientos
con biocontrol entre el 80 y 90%, y cinco aislamientos con actividad de biocontrol entre 70 y
80%.De las mejores bacterias biocontroladoras se encuentran los aislamientos: P-52, B-31,
P-58, B-23, B-36, B-44 y por otra parte solamente un aislamiento perteneciente al género

Pseudomonas presentd una poblacién final de R. similis superior al testigo.
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Cuadro 8. Efecto de 30 bacterias endofiticas sobre el control de Radopholus similis en el cultivar
Williams, después de 6 semanas de la inoculacién de nematodos

Trata. Codigo Género Peso adreg Peso Raiz Nemitodos Totales % de Biocontrol
16 P-52 FPseudomona 13.94 ab 548 abe 25 m 96
3 Q Quimico 1078 ebe 5.60 abe 30 Im 95
3 B-31 Bacillus 9 80 abe 876 a 30 Im 95
20 P-58 Pseudomona 11.06 abe 5.60 abe 45 klm 04
15  B-23 Bacitlus 1022 abe § 14 ab 75 jklm 90
6 B-36 Bacillus 11.00 abe 6.60 abc 75 jkim 90
8 B-43 Bacitlus 9.98 ahc 6 48 abe 75 jkim 90
14  B-21 Bacillus 9.28 abc 674 abc 95 jkim 87
9  B-30 Baciltus 9 58 abe 430 be 115 ijkim 34
7 B-37 Bacitlus 730 ¢ 192 ¢ 130 hijklm 83
i1 B-61 Bacillus 972 abc 6.70 abc 145 ghijklm 8t
28 P& Pseudomona 10 46 abe 4,94 abe 165 ghijkim 78
12 B-62 Bacillus 8.98 abc 592 abc 165 ghijklm 78
3 B-29 Bacilius 1168 abe 6 48 abc 175 ghijklm 77
1 B-7 Bacillus 9 40 abc 5.12 abe 205 fghijklm 73
4 B-28 Bacillus 10.24 abe 7 14 abe 205 feghijklm 73
10 B-56 Bacillus 876 abe 5.98 abe 225 fehijki 70
30 P46 Pseudomona 12 06 abc 6 92 abe 223 fghijki 70
2 B-25 Bacillus 1218 abe 736 abe 235 fghijk 69
17 P49 Psendomona 11.20 abc 846 a 245 fehij 67
27 P54 Pseudomona 1122 abe 7 14 abe 3058 efghi 60
19  P-57 Pseudomona 13.68 ab 806 ab 310 efgh 59
29 P17 Pseudomona 11.22 abe 582 abe 320 defgh 58
25 P45 Pseudomona 12.38 abe 758 abe 330 defg 56
21 p-59 Pseudomona 11.80 abc 730 abe 370 def 31
18 P.35 Pseudomona 12.34 gbe 818 ab 433 cde 43
24 P44 Pseudomaona 11.70 abe 6 94 gbe 415 cde 43
23 P-64 Pseudomona 10.92 abe 526 abe 500 bed 34
22 P-63 Pseudomona 1444 a 5.18 abe 550 be 28
13 B-14 Bacillus 836 be 496 abe 590 be i)
33 SinNem Testigo 10 90 abe 662 abe 660 ab 13
26 P48 Pseudomona 10.80 abe 7.26 abe 7635 a 0

Variedad Gran Enano

La actividad de biocontrol de los 30 aislamientos de bacterias endofiticas en la variedad Gran
Enano registré una tendencia de bicontrol similar que en la variedad Williams. Veinte (20)
de las 30 bacterias evaluadas tuvieron un comportamiento de biocontrol igual
estadisticamente que el testigo quimico (Cuadro 9). Encontrandose que 7 bacterias
presentaron porcentajes de biocontrol entre 80 a 85%, 4 bacterias entre 70 a 80%, y 6
bacterias entre 60 a 70%. Dentro de las bacterias prospecto para el biocontrol de R. similis se
destaca el grupo de las Pseudomonas representado por: P-8, P-44, P-48, P-58, P-54, P-46 y
dentro del grupo Bacillus: B-14, B-21, B-50 y la B-61. Sin embargo, el mejor bicontrol se
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obtuvo con el tratamiento quimico correspondiendo a un 93% de reduccidn en la poblacion

final de R similis en el sistema radical.

Cuadro 9 Efecto de 30 bacterias endofiticas sobre el control de Radopholus similis en el cultivar
Gran Enano, después de seis semanas de la inoculacion con nematodos

Trata. Codigo Género Peso aéreo Peso Raiz Total %Blocontrol
nemitodos

31 Q Quimico 1208 ab 119 i 125 i 93
28 P8 Prendomona 880 a 218 abe 285 hi 85
24 P-44  Prendomona 813 a 24 abe 300 hi 85
25 P45  Prendomona 730 a 3 abedef 340 hi 83
20 P-858  Prendomona 722 a 234 ab 340 hi 83
27 P-54  Prendomiona 1008 a 25 abc 350 hi 82
30 PA6  Psendomona 178  a 178 a 380 hi 80
13 B-14  Bacillus 1388 ab 5 bedefgh 390 hi 80
18 P55 Psendomona 1248 ab 6.44 bedefgh 420 hi 78
29 P-17  Psendomona 1026 a 264 abede 440 ghi 77
23 P-64  Prendorona 1026  a 454 abedefg 510 fghi 73
14 B-21  Bacillus 1520 ab 67 efghi 545 fghi 72
16 P-52  Prendormona 1345 ab 993 hi 605 fghi 69
9 B-50  Bacllr 876 a 4.66 abedefg 615 fghy 68
i1 B-61  Bavillus 1522 ab 624 defghi 625 fghi 68
7 B-37  Bacillus 1206 ab 58 abcdefgh 625 fghi 68
3 B-31  Bacllus 1090 a 558 abedefgh 665 fhi 66
22 P-63  Prendomona 1252 ab 524 abedefgh 755 efghi 61
15 B-23  Bacillus 3240 b 716 fghi 805 efghi 59
19 P-57  Psendomona 1144 a 424 abedefg 845 cdefghi 56
12 B-62  Bavillus 1434 ab 542 abcdefph 855 cdefghi 56
21 P-59  Prendorona 1082 a 44 abcdefg 945 cdefgh 51
8 B-43  Bacilles 1376 ab 62 cdefghi 1050 cdefgh 46
26 P48 Prendormona 1090 a 3.38 abedef 1180 bedefp 39
G B-36  Baillus 1204 ab 442 abcdefg 1210 bedef 38
2 B-25  Barillus 1076  a 608 defghi 1415 abecde 27
17 P49 Prendomona 1518 ab 1034 hi 1475 abede 24
4 B-28  Bacillus 1136 a 242 bedefghi 1515 abed 22
5 B-29  Baallus 1358 ab 634 defghi 1565 abc 19
1 B-7  Baullus 1358 ab 612 bedefghi 1815 ab 6.9
10 B-56  Bauillur 12.62 ab 382 abedef 1850 ab 5.1
33 SinNem. testigo 790 a 5.04 abcdefgh 1950 a 0
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El cuadro 10, resume las mejores bacterias endofiticas que presentaron mejor actividad de
biocontro} de R. similis en las dos variedades de banano evaluadas: Gran Enano y Williams, y
que no presentaron diferencias significativas con el testigo quimico. En general, tanto el
grupo de las Pseudomonas como el grupo de Bacillus presentan bacterias prospecto para el
biocontrol de R. similis. Sobresaliendo los aislamientos P-52, P-58, correspondiente 83% y
94% biocontrol en la variedad Williams y 69% y 83% de biocontro! en la variedad Gran
Enano. Por otra parte para los géneros Bacillus sobresalieron los B-21 y B-50,
correspondiente a 87% y 84% en la variedad Williams y 72% y 68% de biocontrol en la

variedad Gran Enano.

Cuadro 10. Efecto de las mejores 10 bacterias sobre el control de Radopholus similis, en las
variedades Gran Enano y Williams

Gran Enano Wiliiams
% de % de
Cédigo  Género  Biocontrol | Cédigo ~ Género  Biocontrol

Q Quimico 93 P-52  Pseudomona 96
P-8 Pseudomona 85 Q Quimico 95
P-58 Pseudomona 83 B-31 Bacillus 96
B-21 Bacillus 72 P-58  Pseudomona 04
P-52 Pseudomona 69 B-23 Bacillus 90
B-50 Bacillus 68 B-21 Bacillus 87
B-61 Bacillus 68 B-50 Bacillus 84
B-37 Bacillus 68 B-37 Bacillus 83
B-31 Bacillus 66 B-61 Bacillus 81
B-23 Bacillus 59 P-8  Pseudomona 78
B-62 Bacillus 56 B-62 Bacillus 78

6.6. Promocion de Crecimiento y cambios en la morfologia de las raices de las plantas

Variedad Williams

Para la variable de peso radical los resultados indican que hubo diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados. Veinte y dos (22) de los aislamientos de bacterias

endofiticas evaluados no fueron estadisticamente diferentes del testigo. Sin embargo, 4
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aislamientos del género Bacillus que presentaron actividad de biocontrol en las dos
variedades de banano evaluadas: B-31, B-62, B-50, B-61 presentaron mayor peso radical que
el testigo, solo nematodos (Cuadro 11). Estos datos sugieren que la actividad de promocion
de crecimiento radical esta mas asociada al grupo de Bacillus que al grupo de las
Pseudomonas. Para la variable de peso foliar no se registraron diferencias significativas entre
los aislamientos de bacterias y el testigo. Los valores de peso foliar oscilaron entre 8.82 a

12.76 gramos.

Para las variables de promocién de crecimiento medidas con el programa WinRhizo, se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo un alto porcentaje de
las bacterias evaluadas presentaron similar comportamiento que el testigo (sin bacteria). Por
ejemplo, para la variable de longitud radical, 23 de las bacterias evaluadas presentaron
comportamiento estadisticamente similar que el testigo (sin bacteria). Los valores de longitud
radical oscilaron entre 963 a 1163.7 centimetros. De igual forma para la variable diametro
radical 16 bacterias tuvieron comportamiento similar al testigo (sin bacteria) y los valores
oscilaron entre 1.07 a 1.27 milimetros. Finalmente para la variable volumen radical 20 de las
30 bacterias evaluadas tuvieron comportamiento similar al testigo (sin bacteria) y los valores

oscilaron entre 9.15 a 12.70 em’.
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Cuadro 11 Efecto de las 30 bacterias endofiticas sobre la promocion de crecimiento en la variedad

Williams, después de ocho semanas de crecimiento

Caodigo Género Longitud Diametro Volumen Paso Peso Peso Totat
foliar de raiz

Testigo  Sin bacleria 116370 ahc 1.18 abe 1276 abc 1276 =a 798 abcd 2074 a
B8-61 Bacillus 113910 abc 120 ab 1293 ab 11.50 a 894 a 2044 ab
B8-7 Bacilius 111610 abc 112  abcd $102 abad 1176 a 838 ab2014 ab
P-55 Pseudomona 110700 abc t.14  abed 1138 abad 1270 a 730 abed 2000 ab
B-43 Bacillus 130190 abc 104 bedef 1094 abad 1194 a 796 abed 1890 abe
P-B Pseudomona 1107 60 abc 114  abed 1138 abad 1234 a 130 abed 1964 abcde
JB-S? Bacillus 140140 ab 107 abcdef 1256 abc 1124 a 834 abc 1988 abccti
B-62 Bacillus 131660 abc 111 abcd 1277  abe 1060 a B84 a 1944 abed
B-50 Baoillus 13280 abc 127 a 14 53 a 1046 a 8 84 a 1929 abod
P-48 Pseudomona 1557 20 a a9 f 969 abad 1182 a 716 abcd 1878  abcdef
‘%3»57 Pseudomona 117640 abc 104 bedef 953 abad 1226 a 618 abcd 1844  abode!
B-25 Bacillus 114190 abc 106 bedef 1016 abad 1082 a 704 abed 17 86 abedefy
P-63 Pseudomona 111540 abc 108 abcde 1061 abad 1150 a 634 abcd 17 84 abcdelg
B-21 Bacillus 114610  abc 112  abcd 1122 abad 1170 a 606 abed 1776 abcdefg
48-29 Bacillus 128450 abc 106 bedef 1133 abad 1084 a 690 abed 17.74 =zbcdefg
B-14 Bagillus 921.01 be 113  abed 918 abad 1098 a 660 abcd 17 58 abcdelg
p-52 Pseudomona 96372 abe 1.10  abed 898 bed 1216 3 538 abcd 17 54 abcdefg
B-56 Bacillus 105020 abe 114 abcd 1074 abad 1028 a 688 abcd 1716 abcdelg
B-37 Bacillus 106050 abc 108 abcdef 9.48 abad 1010 a 662 abcd 1672 abcdefg
P-49 Pseudomona 794 00 bc 115 abcd 827  bed 1112 a 554 abcd 1666 abcdefg
P-45 Pssudomona 818 66 be 102 bedef 650 d 1194 a 442 d 16 38 abcdelfg
18-36 Bacilius g5328 abc 106 bedef B45  bed 1080 a 532 abed 1582 abcdefg
P-54 Pseudomona BG7 43 bo 099 cdef 691 d 1124 a 454 cd 1578 abcdefg
.59 Pseudomona 109980 abc 104 bedef 915 abad 1012 a 586 abcd 1548 abedefg
B-23 Bacillus 100200 abe 107 bedef 900 bed 10.58 a 472 ped 1530 abedefg
F’—?? Pseudomona 124730 abc 088 ef 784  bcd 1016 a 486 bed 1502  bhedefg
P-44 Pseudomona 916 65 bc 103 bedef 103 bedef 086 a 500 bcd 1486 defg
B-28 Bacillus 128060 abc 0.96 def 817 abad 938 a 532 abcd 1470 defg
P-64 Pseudomona 78314 I 106 bedef 644 d 988 a 426 d 14 14 efg
P-58 Pseudomona 78314 ¢ 111 abcd 7 47 cd 882 a 442 41320 fg
P-48 Pseudomona 837.64 be 1.05  bedef 7.09 d 882 a 4.26 d 13.07 9

Tetras distintas difieren significativamente (p<0.05)

Gran Enano

Para la variable de peso radical los resuitados indican que no hubo diferencias significativas

entre los tratamientos evaluados, todos los aislamientos se comportaron de manera similar al

testigo, sin embargo cuatro aislamientos presentaron mayor peso que el testigo, entre ellos la

B -31, que presentd también actividad de biocontrol en las dos variedades de banano. Para la

variable peso foliar del grupo de las Bacillus la B-21 presentd un peso foliar de 17.48 gramos

siendo estadisticamente diferente a la testigo.

En promocién de crecimiento, los resultados evaluados por el programa WinRhizo, en la

variable longitud, fa  B-31 presentd una longitud de 1139.3 centimetros estadisticamente

diferente a la testigo, ademds 4 de los aislamientos superan a la testigo: P-48, B-43, B-50, B-

37, los dos tltimos con actividad de biocontrol. Para diametro todos los tratamientos tuvieron
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comportamiento similar al testigo y los valores oscilaron entre T 2963 a 0.959 milimetros. Al
igual para la variable volumen todos los tratarnientos se comportan de manera similar a la

testigo vy los valores oscilan entre 8.178cm a 3.987 cm. (Cuadro12).

Cuadro 12 Efecto de 30 bacterias endofiticas sobre la promocidn de crecimiento de plantas del
cultivar Gran Enano, después de ocho semanas de crecimiento

Trata, Cddige  Género  Longiiud Didmetro Volumen Peso foliar Peso de rajz

i4 B-21  Bacillus 3617 de 148 abc 622 abed 1748 a 478 ab
17 P-49  Pseudomona 375.1 de 139 abad 560 abcd 1654 ab 4.5 ab
18 P-53  Pseudomona 374 9 de 147 abc 640 abed 1576 abe 506 ab
19 P-57  Pseudomona 5212 de 132 abad 6 87 abcd 1532 abad 538 ab
13 B-14  Bacillus 294 1 e 162 a 59 abed 15390 abe 462 ab
22 P-63  Pseudomona 3802 cde 131 abcde 749 abc 1330 abad 6.24 a
10 B-56  Bacillus 5453 cde 1.25 abede 561 abed 1422 abad 46 ab
15 B-23  Bacillus 301 e 1.48 abc 508 abcd 1470 abad 404 ab

4 B-28  Bacillus 4486 de 124 abede 545 abed 1432 abad 4136 ab
12 B-62  Bacillus 2473 e 140 abc 398 cd [502 abad 308 ab
il B-61  Bacillus 2393 € 1.55 ab 4 40 cd 14.56 abad 35 ab
3 B-31  Bacillus 11393  a 093 e 796 ab 1190 abad 6 14 ab
8 B-43  Bacillus 10398 ab 095 e 752 abc 11.98 abad 58 ab
7 B-37  Bacillus 7831 abed 0.99 de 598 abcd 12,16 abad 528 ab
25 P-45  Pseudomona 5832 cde 1.14 cde 567 abcd 12,36 abad 462 ab

16 P-32  Pseudomona 340.5 de 137 abad 4.89 abed 1292 abad 36 ab
26 P-48  Pseudomona 615.7 bede 1.23 abede 7.13 abed 1292  abad 36 ab
S B-30  Bacillus 983 abc 093 e 6.74 abcd 1106 bed 518 ab
5 B-29  Bacillus 498 4 de 131 abede 550 abed 1218 abad 4 ab
31 Testigo Sin bacteria 6165 bede 1.29 abede 8,17 a 1002 cd 558 ab
27 P-534  Pseudomona 434 5 de 127 abcde 5.41 abed 972 4 38 ab
6 B-36  Bacillus 2469 e 1.49 abc 426 cd 1190 abad 322 ab
23 P-64  Pseudomona 3506 de 1.41 abe 511 abed 1098 bed 3.8 ab
28 P-8 Pseudomona 5915 cde 1.12 cde 552 abcd 976 d 4,98 ab
21 P-39  Pseudomona 418.5 de 124 abede 511 abed 1060 cd 182 ab
i B-7 Bacillus 307.7 de 146 abc 493 abcd 1080 bed 342 ab
24 P-44  Pseudomona 4261 de 122 abcde 4 80 bed 1060 «cd 324 ab
30 P-46  Pseudomona 594.6 cde 1.12 cde  5.56 abed 1012 cod 3168 ab
20 P58  Pseudomona 2663 e .40 abc  4.15 cd 10.76 bed 2.96 b

29 P.17  Pseudomona 514 8 de 117 bede 546 abcd 978 d 394 ab
2 B-25  Bacillus 381.5 de 1.21 abede 4.37 cd 1048 «od 3.18 ab
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7. DISCUSION

7.1 Diversidad de bacterias endofiticas

En la presente investigacion se recolectaron 242 aislamientos de bacterias endofiticas de los
sitios de alta y baja produccion de 12 fincas estudiadas. El género Bacillus fue el mas
frecuentemente aislado tanto en el sitio de alta y baja produccion, registrandose un porcentaje
promedio de 60 y 54% respectivamente. Por otra parte, independientemente del sitio de
produccién, en nueve de las doce fincas analizadas, los aislamientos de Bacillus fueron los
més frecuentemente recobrados (Fig. 4). El segundo género més frecuentemente encontrado
fue Pseudomonas spp encontrandose 14% en el sitio de alta produccién y 17% en el sitio de
baja produccién. Sin embargo, este género no fue predominante en ninguna de las 12 fincas
estudiadas. Estos resultados concuerdan con los encontrados por Faupel (2004), quien
trabajando en papa recobrd 2716 aislamientos de la rizostera y los géneros mas
frecuentemente encontrados fueron Pseudomonas y Bacillus. Adicionalmente, Buchenauer
(1998) realizé una extensiva revision de literatura sobre rizobacterias asociadas a diferentes
cultivos y concluye que los géneros de Bacillus y Pseudomonas son inhabitantes naturales de
la rizosfera y son muy frecuentemente encontrados en la mayoria de las plantas superiores.
Por otra parte, estd completamente demostrado que tanto Bacillus como Pseudomonas pueden
establecer relaciones simbidticas con otros microorganismos de la rizosfera como micorrizas
{Lindermann 1992).

El género Bacillus ha sido documentado como un inhabitante natural de los suelos agricolas a
nivel mundial y en muchos patosistemas ha mostrado cierta capacidad de suprimir algunos
patégenos del suelo (McSpadden y Beuerlin 2004). En la actualidad se estan realizando
intensivos screening de poblaciones de cepas de Bacillus spp, asi como evaluaciones de
campo para seleccionar cepas de este género como agentes bioldgicos de control de
patégenos del suelo y existen cepas comerciales registradas para su uso en la agricultura en
Estados Unidos de América, por ejemplo la cepa Bacillus subtilis GB 03 y QST713
(McSpadden 2004). De igual forma, cepas de Pseudomonas han sido ampliamente
documentadas como agentes biolégicos de control de patégenos del suelo (Arndt y
Buchenauer 1998, Buchenauer 1998). Los resultados de la presente investigacion evidencian

que tanto Bacillus como Pseudomonas son los géneros mds frecuentemente aislados de los
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tejidos internos de las raices de banano y que existe una gran probabilidad de encontrar
agentes bioldgicos de control para nematodos por lo cual es necesario realizar bioensayos de

seleccion para identificar y seleccionar las cepas con actividad antagonista,

Los resultados obtenidos en la prueba de penetracién en el cultivar Gran Enano, demostraron
que 24 aislamientos de bacterias endofiticas presentaron porcentajes de penetracidn inferiores
a 4% y fueron estadisticamente distintos del testigo sin inoculacion con bacteria que obtuvo
un 12.6% de penetracion. Entre los mejores prospectos como agentes reductores de la
penetracion se destacan para Bacillus los aislamientos B-56, B-62, B-61, B-28 y B-37. De
igual manera para el género Pseudomonas se destacaron los aislamientos P-46, P-52, P-64, P-
45 y P-59 (Cuadro 5). Resultados similares fueron encontrados por Zum Felde et a/ 2006,
quienes encontraron que aislamientos endofiticos del género Trichoderma y cepas no
patogénicas de Fusarium oxysporum redujeron significativamente la penetracion de R similis
en plantas del cultivar Valery nueve dias después de la inoculacion. El efecto de hongos
endofiticos sobre la penetracién esti relacionado con un proceso de repelencia que evita que
el nematodo pueda intersectar el sistema radical y posteriormente penetrar al interior de las
raices, Los mismos autores consideran que el efecto de repelencia sobre la penetracion es
método de biocontrol mas plausible que el biocontrol que se de al interior de los tejidos de las

raices (Zum Felde er al. 2006, por publicar).

De igual manera, en otros cultivos se ha demostrado la accion de aislamientos de Bacillus
sobre la penetracion y agallamiento causado por Meloidogyne. Por ejemplo, Jonathan ef al
(2000} encontrd que con la aplicacidn de bacterias (Bacillus cereus, B. subtilis, B sphaericus,
Agrobacterium radiobacter, Pseudomonas fluorescens, P chlororaphis y Burkholderia
cepacia) suprimieron la penetracidn y el desarrollo de agalla de raices en tomate, asi como

limitaron la reproduccién de Meloidogyne incognita dentro del sistema radical.

Estd completamente establecido que aislamientos de Pseudomonas spp y Bacillus spp son
capaces de producir compuestos volatiles toxicos para patogenos del suelo, principalmente
acido cianhidrico (Buchenauer 1998). Asimismo, se ha documentado que varios aislamientos
de P. fluorescens producen antibidticos que pueden afectar a patdgenos del suelo (Howell er

al. 1980). Problablemente entre los mecanismos de accién que pueden estar involucrados en
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la repelencia de la penetracion de los nematodos en el sistema radical se encuentra la
produccion de sustancias volatiles y metabolitos secundarios que son toxicos a R similis, lo
cual interfiere o evita la penetracién. Sin embargo, en la actualidad se desconoce qué
compuestos estan relacionados con esta repelencia a la penetracion y estudios tendientes a

dilucidar este fendmeno son necesrios.

Los resuitados de las pruebas de colonizacion demostraron que la mayoria de ios aislamientos
de bacterias endofiticas tuvieron la capacidad de colonizar todos los 6rganos de la planta
analizados: raices, cormos, pseudotallo y hojas. Esta capacidad de colonizacién vertical en
toda la planta evidencia el comportamiento endofitico de las bacterias. Los mayores
porcentajes de colonizacion se presentaron en las raices y cormos y en menor grado en
pseutodallo y hojas. Tanto el grupo de Pseudomonas como Bacillus presentaron porcentajes
de colonizacion superiores al 90%, destacéndose los asilamientos P-64 y P-13 y para el grupo
Bacillus, B-62, B-28, B-30 y B-61. El proceso de colonizacidon de las raices por parte de
Pseudomonas y Bacillus ha sido bien estudiado por autores (Weller 1983, Loper et a/. 1985,
Liftchitz et al. 1987). Estos autores coinciden en que el proceso de colonizacién tiene varios
pasos, comenzando con la adhesion de las esporas de las bacterias a los sitios apropiados de
las raices, seguido por la multiplicacion de la bacteria a lo largo del sistema radical para
competir con otros micororganismos nativos por nutrientes y sitios de penetracion. Una vez la
bacteria penetra al interior del sistema radical tiene la ventaja de no tener mucha competencia
y puede reproducirse con mayor facilidad. En esta investigaciéon la alta habilidad de
colonizacion de Bacillus y Pseudomonas, posiblemente se debe a que ambos géneros fueron
aislados creciendo endofiticamente en los tejidos internos de las raices de banano y la
condicién de ser endofiticas, les confiere esta alta habilidad de crecer mas rapidamente y

poder ser mas agresivas que otras bacterias nativas del suelo.

Estd completamente comprobado que la actividad antagonista de un agente biolégico de
control de R. similis estd relacionado primeramente con su capacidad de reducir la
penetracion del nematodo (Pocasangre 2000 y Zum Felde et al 2006). Por otro lado, una
condicién basica de un agente biolégico de control es que colonice la patozona que es el lugar
donde el nematodo encuentra sus sitios parasiticos para poder vivir y reproducirse.

Consecuentemente, con base en los resultados obtenidos en las pruebas de penetracion de R.
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similis en el sistema radical, asi como los porcentajes de colonizacion, se seleccionaron 30
aislamientos de bacterias endofiticas de las 65 evaluadas. En general, las bacterias
seleccionadas presentaron altos porcentajes de colonizacion, superiores a 65%, y porcentajes
de penetracion inferiores a 6% (Cuadro 7). El efecto de este grupo de 30 bacterias fue
evaluado en los bioensayos para medir la tasa de reproduccidén de R. similis y los bioensayos

de promocién de crecimiento en ausencia del nematodo.

7.2 Bioensayo para medir el efecto de biocontrol las bacterias contra Radopholus similis.

Los resultados de biocontrol medidos con la poblacién final de R similis en el sistema radical
de vitroplantas de banano, de los dos cultivares, Gran Enano y Williams demostraron que las
plantas protegidas con bacterias endofiticas presentaron una reduccién significativa en la
poblacién final, respecto a las plantas control que no fueron inoculadas con bacterias.
Asimismo, en el cultivar Williams 15 aislamientos de bacterias endofiticas presentaron
comportamiento similar que el nematicida, y en el caso Gran Enano, 20 aislamientos {cuadros
8 y 9). Estos datos sugieren que la mayoria de las bacterias seleccionadas tienen alta actividad
antagonista contra R. similis y que pueden ser consideradas como prospectos para el control
de R. similis. Resultados similares fueron encontrados por Quesada (2006), quien trabajando
con bacterias endofiticas en el cultivar Gran Enano encontrd dos aislamientos del género
Bacillus que redujeron la tasa de reproduccion de R. similis hasta en un 87% y la actividad de
biocontrol fue estadisticamente igual a la del nematicida Counter. Asimismo, la experiencia
exitosa en Cuba del uso de Bacillus thuringiensis var. kurstaki cepa LBT-3 para el control
biolégico de nematodos en platano y banano, encontrando que en condiciones experimentales
en condiciones de campo, se observé una disminucién de las poblaciones de R similis con
respecto a las poblaciones iniciales y al testigo. Experimentos de campo en 165 ha.
promediaron un 87.02% de efectividad de biocontrol. Actualmente en la provincia de
Camagiiey, se han protegido un total de 6789 hectdreas de platano y banano con este
nematicida biolégice. Recientemente, también se ha evaluado la actividad antagonista de
hongos endofiticos pertenecientes al género Trichoderma y cepas no patogénicas de
Fusarium oxysporum en condiciones de campo encontrandose reducciones significativas en la
poblacion de R. similis en comparacién con tres aplicaciones de nematicidas en fincas

comerciales de banano en Costa Rica (Menjivar 2005, Pocasangre et al, 2006).
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La actividad de biocontrol del género Bacillus también ha sido reportada para controlar
nematodos endoparasitos sedentarios como Meloidogyne incognita en otros cultivos. Por
ejemplo en tomate, Tehrhartd, (1998) encontré que aislamientos de Bacillus thuringinensis
lograron reducir el nimero de agallas en plantas de tomate hasta en un 23%. De igual forma,
{a actividad bicontroladora de diferentes aislamientos de Pseudomonas spp. ha sido
demostrada por Faupel (2004), quien trabajando con 157 aislamientos de Pseudomonas y
Streptomyces, encontrd que 47 aislamientos presentaron una alta actividad antagonista contra
Meloidogyne incognita en papa, reduciendo el nimero de agallas en mas de un 25%. Este
amplio expectro de biocontrol de nematodos y patégenos del suelo hacen del género Bacillus
la rizobacteria més robusta para el biocontrol de patégenos, lo cual se comprueba debido a
que en la actualidad de las alternativas no quimicas, cepas Bacillus spp. es la bacteria mas

usada mundialmente para el contro! de plagas y enfermedades en la agricultura.

Los resultados de la presente investigacion indican que tanto el género Psenudomonas como el
Bacillus presentaron buena actividad de biocontrol en las dos variedades de banano
evaluadas. Destacando los aislamientos de Pseudomonas P-52 y P-58 que presentaron
porcentajes de biocontrol en el cultivar Williams de 96% y 94%, respectivamente y en el
cultivar Gran Enano de 70% y 83%. En relacion con el grupo Bacillus las dos mejores
bacterias fueron los aislamientos B-21 y B-50 los cuales tuvieron una actividad de biocontrol
en el cultivar Williams de 87% y 84% respectivamente y en el cultivar Gran Enano de 72% y
68%. Es importante destacar que tanto para los aislamientos prospectos de Pseudomonas
como de Bacillus, tuvieron menor actividad de biocontrol en la variedad Gran enano y ese
comportamiento se presentd debido a que la tasa de reproduccién de R similis fue mayor en
el experiemnto de Williams que en el de Gran Enano. Sin embargo, en ambos cultivares se
presentd una buena reduccién de la tasa de reproduccién de R. similis, que son comparables
con la actividad de biocontrol usando hongos endofiticos en el cultivar Gran Enano

encontrada por Meneses (2003).

En relacién con los mecanismos de accién de las bacterias prospectos responsables del
biocontrol del nematado barrenador en banano se desconoce completamente. De hecho, estos

resultados son los primero obtenidos en banano mediante el uso de bacterias endofiticas
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aisladas de plantaciones comerciales de banano. Sin embargo, en otros patosistemas
relacionados con patdgenos del suelo, donde se han estudiado los mecanismos de accidn de
ciertos aislamientos de Pseudomonas y Bacillus demuestran que pueden participar varios
mecanismos de accién como son: antibiosis, produccion de enzimas, parasitismos y mas
recientemente induccion de resistencia (Buchenauer 1998). La presente investigacion no tuvo
como objetivo estudiar los mecanismos de accidon. Sin embargo, es altamente recomendable

realizar estudios tendientes a explicar estos mecanismos.

7.3 Bicensayos de promocion de crecimiento:

Las rizobacterias son un grupo especifico de bacterias con una alta capacidad de colonizar las
raices y de la mayoria de las plantas superiores y han sido ampliamente relacionadas con un
efecto de promocidn de crecimiento y mejoramiento de la sanidad del sistema radical de las
plantas. Incluso el término de rizobacterias promotoras de crecimiento de las plantas fue
acufiado para describir este grupo de bacterias (Klopper y Schroth 1981, Sikora 1992). Los
resultados de esta investigacidn evidencian que el grupo de bacterias endofiticas evaluadas no
presentaron un efecto de promocidn de crecimiento, expresado por las variables de peso
radical, peso foliar, longitud del sistema radical y diametro de las raices en comparacién con
el testigo en las dos variedades de banano estudiadas. Sin embargo, en el cultivar Gran Enano
se detectd una ligera tendencia de aumento en el peso radical asociada a aislamientos del
género Bacillus, pero no existieron diferencias significativas en comparacién con el testigo.
Sin embargo, en varios cultivos de interés comercial como papa, rabano, tomate, trigo y soya,
la aplicacidn de rizobacterias ha dado como resultado fa promocidn evidente del crecimiento
en plantas, observandose un incremento en la emergencia, vigor, produccion de biomasa,
desarrollo del sistema radical e incrementos de hasta 30% en la produccion de cultivos
(Hemandez y Escalona 2003). La promocidén del crecimiento en las plantas inoculadas con
rizobacterias ocurre por varios factores; uno de ellos es la sintesis de ciertas sustancias
reguladoras de crecimiento, como giberelinas, citocininas y auxinas, las cuales estimulan la
densidad y longitud de los pelos radicales, aumentando asi la cantidad de raices en las

plantas.
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8. CONCLUSIONES

Un total de 242 aislamientos de bacterias endofiticas fueron recobrados de tejidos internos de
las raices de banano provenientes de sitios de alta y baja produccion de doce fincas

comerciales en Costa Rica.

No se encontraron diferencias en la frecuencia de aislamiento de bacterias entre los sitios de
produccién alto y bajo en las doce fincas bananeras y los géneros mas frecuentemente

encontrados en las fincas bananeras fueron Bacillus y Pseudomonas.

La habilidad de colonizacion de los aislamientos de Bacillus y Pseudomonas fue alta en todos
los 6rganos de la planta alcanzando hasta un 97 % para Pseudomonas y 95% para Bacillus.
En general los porcentajes de colonizacién fueron mayores en las raices y el cormo de las que

en el seudotallo y hojas.

De los 64 aislamientos de bacterias evaluados, 24 aislamientos presentaron porcentajes de
penetracién inferiores al 4%, siendo estadisticamente diferentes al control con nematodos.
Entre las bacterias prospectos sobresalieron para género Bacillus, los aislamientos B-56, B-
62, B-26, B-37 B-61 y para el grupo de Pseudomonas los aislamientos P-46, P-52, P-64, P-58
y P-8.

De los 30 aislamientos de bacterias evaluados para actividad de bionconrol de Radopholus
similis en las dos variedades de banano, se encontrd que en la variedad Williams, 15
aislamientos tuvieron actividad de biocontrol estadisticamente igual que el nematicida y 6
aislamientos (P-52, B-31, P-58, B-23, B-37 y B-43) tuvieron porcentajes de biocontrol
superior o igual al 90%. En la variedad Gran Enano 20 aislamientos se comportaron igual que
nematicida y 7 aislamientos (P-8, P-44, P-48, P-58, P-46, B-14) presentaron porcentajes de

biocontrol entre 80 a 85 % en comparacion con el testigo.

Los aislamientos prospectos del grupo Pseudomonas y Bacillus que presentaron una actividad

de biocontrol contra Radopholus similis consistente en las dos variedades de banano fueron

48



los aislamientos de Pseudomonas P-52 y P-58 que presentaron porcentajes de biocontrol en el
cultivar Williams de 96% y 94%, respectivamente y el cultivar Gran Enano de 69 % y 83%.
En relacion al grupo Bacillus, las dos mejores bacterias fueron los aislamientos B-21 y B-50
los cuales tuvieron una actividad de biocontrol en el cultivar Williams de 87% y 84%

respectivamente y en el cultivar Gran Enane de 72% y 68%.

De los 30 aislamientos de bacterias endofiticas evaluados en el bioensayo de promocion de
crecimiento, ningln aislamiento presentd diferencias significativas en las variables de
crecimiento, expresadas en peso radical, peso foliar, longitud radical, didmetro radical y

volumen radical en comparacion con el testigo sin inoculacién con bacteria.

9. RECOMENDACIONES

1. Repetir los ensayos de biocontrol y promocién de crecimiento con los diez mejores

aislamientos de bacterias endofiticas.

2. Se recomienda utilizar mezclas de los aislamientos de Bacillus (B-21 y B-30)
Pseudomonas (P-52 y P-38) en ensayos de biocontrol y promocion de crecimiento para
conocer si existe un efecto sinérgico de las bacterias que podrian mejorar los porcentajes de

hiocontrol.

3. Se sugiere realizar estudios de mezclas de bacterias endofiticas con hongos endofiticos en
ensayos de biocontrol y promoci6n de crecimiento con la finalidad de dilucidar si existe un
efecto sinérgico entre las bacterias y los hongos que puedan mejorar la eficiencia del

biocontrol.
4. Realizar estudios sobre induccién de resistencia utilizando el modelo de “split root system”

con la finalidad de identificar si los aislamientos de bacteria prospecto pueden activar

procesos de induccidn de resistencia contra el nematodo barrenador Radopholus similis.
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ANEXOS

Anexo 1. Descripeion de fincas evaluadas en la Zona Atlantica de Costa Rica.

Fineas estudiadas Ubicacion Aréa (ha)
Duacari 2 Guacimo (Limédn) 250.90
Frutera Pococi  (Limon) 232,76
El Carmen . Siquirres (Limon) 362.97
El Carmen 2. Siquirres (Limon) 481.71
El Imperio Siguitres (Limdn) 476.32
Monte Libano Matina (Limdn) 269.94

Temperatura media anual 25.6°C, méxima 30° minima 20.4° C.
Humedad Relativa 80% y 85%.
Precipitacion 2800 mm por afio.

HICARAG LA

i

Mapa de Ubicacion de las fincas de la Zona Atlantica
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Anexo 2. Protocolo de preparacién de medios de B-KING
Materiales:

20 gr Peptona

10mi glicerol

1.5 gr KaHPOs (Potacio fosfatodibasico)
1.5 gr Mg SO+ . 7TH20

20 gr AGAR

| LT de Agua destilada

Metodologia:

Se disuelven 20 g de peptona junto con el glicerol. Se agrega 1.5 g de KaHPOs ylos 1.5 g
de Mg SO4,. 7 H20 con los 20 gr AGAR. Agregar un litro de agua destilada y autoclavar
durante 25 minutos. Por Gltimo, clocarlos en platos Petri (15¢c por plato) en la camara de
transferencia.

Anexo 3 . Prueba de Chi cuadrado, tabla de estadisticas de presencia de bacterias Bacillus

por sitio.

Estadistica DF Valor Prob
Chi-Square 1 0.9297  0.3249
Likelihood Ratio chi-Square 1 0.9292  0.3351
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.9261 0.3359
Phi Coefficient a.0601%
Contingency Coefficient 0.0600

Cramer's V 0.0601

Anexo 4 . Prueba de Chi cuadrado, tabla de estadisticas de presencia de bacterias
Pseudomonas por sitio.

Estadistica DF Valor Prob
Chi-Square 1 1.4547 02278
Likelihood ratio Cni-Square 1  1.4478  0.2289
Mantel-Haenszel Chi-Sguare 1 1.449% 0.2287
Phi Coefficient 0.0752
GContingency Coefficient 0.0750

Cramer's V 0.0752
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Anexo 5. Prueba de Chi cuadrado, tabla de estadisticas de presencia de bacterias del grupo
de OTRAS por sitio.

Anexo 6. Analisis de varianza, para penetracion de Radopholus similis en plantas Gran

Estadistica DF Valor Prob
Chi-Square 02998  0.5840
Likelihood Ratic ¢hi-Square 0.2993  0.5843
Mantel-Haenszel Chi-Bquare 0.2887 0.5847
Phi Coefficient 0.0342
Contingency Coefficient 0.03414
Cramer’s V 0.0342

Enano después de la inoculacion.

F.V. SC DF CM F p-valor
Modelo 128974.51 68 1911.3900 7.31 <0.0001
Tratamiento 129874.51 68 1911.3900 7.31 <0.0001
Error 66938.3775 256 261.4780

Total 196912.8969 324

Anexo 7. Analisis de varianza de potencial antagonista de bacterias endofiticas para la

variedad Williams

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 2478.65 32 77.46 12.09 <{¢.0001
Tratamiento 2478.65 32 77.46 12.09 <0.0001
Error 845.60 132 6.41
Total 3324.25 164

Anexo 8. Analisis de varianza de potencial antagonista de bacterias endofiticas para Ia
variedad Gran Enano.

F.V. sC gl CM 3 p-valor
Modelo 39.65 32 1.24 7.79 <0.0001
Tratamiento 39.65 32 1.24 7.79 <0.0001
Error 20.04 126 0.16

Total 59.69 158
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Anexo 9. Analisis de varianza para la variable peso raiz, Promocion de Crecimiento para
la variedad Williams.

F.V. sC gl cM F p-valor
Modelo 656.10 30 21.87 2.15 0.0019
Tratamiento 656.10 30 21.87 2.15 0.0019
Error 1263.81 124 10.19
Total 1919.91 154

Anexo 10. Analisis de varianza para la variable longitud, promocion de crecimiento {(Whin
Rhizo) para la variedad Williams

F.V. sC gl CM F p~valor
Modelo 5703548.01 30 190118.27 3.05 <0.0001
Trat 5703548.01 30 190118.27 3.05 <0.0001
Error 7731434.36 124 £2350.28

Total 13434982.37 154

Anexo 11. Analisis de varianza para la variable diametro, (Whin Rhizo) promocion de
crecimiento Williams

BV, 5C gl CM F p-valor
Modelo 1.00 30 0.03 4.87 <0.0001
Trat 1.00 30 0.03 4.97 <0.0001
Error 0.83 124 90.01

Total 1.83 154

Anexo 12. Analisis de varianza para el variable volumen, (Whin Rhizo) promocion de
crecimiento Williams

V. sC gl cM 3 p-valor
Modelo 636.15 30 21.21 4,31 <0,0001
Trat 636.15 30 21.21 4.31 <0.0001
Brror 610.48 124 4,92
Total 1246.63 154

Anexo 13. Analisis de varianza para la variable peso raiz, Promocién de crecimiento para
la variedad Gran Enano.

F.V. sSC gl CM F p-valor
Modelo 137.17 30 4.57 2.75 0.0001
Tratamiento 137.17 30 4.57 2.75% 0.0001
Error 204 .86 123 1.867
Total 342.03 153
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Anexo 14. Analisis de varianza para la variable longitud, promocion de crecimiento (Whin
Rhizo) para la variedad Gran Enano

FLV. SC gl CM F p-valor
Modelo 7576058.54 30 252535.28 7.65 <0.0001
Tratamiento 7576058.54 30 252535.28 7.65 <0.0001
Error 4062894.90 123 33031.67

Total 11638953.44 153

Anexo 15. Analisis de varianza para la variable diametro promocion de crecimiento (Whin
Rhizo) para la variedad Gran Enano

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 4.83895959 30 0.16129865 5.82 <0.0001
Tratamiento4.83895959 30 0.16129865 5.82 <0.0001
Error 3.40929135 123 0.02771782

Total 8.24825094 153

Anexo 16. Analisis de varianza para el variable volumen promocion de crecimiento (Whin
Rhizo) para la variedad Gran Enano

F.V, SC gl CM F p-valor
Modelo 183.94955927 30 6.1316531 3.31 <0.0001
Tratamientol183.94955927 30 6.1316531 3.31 <0.0001
Error 227.7643184 123 1.8517424

Total 431.7139111 153
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