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ROJAS MIRANDA, T. 1993. Pasteuria peneirans: Adherencia vy
parasitismo en Meloidogyne Incognita y Meloidogyne
arabicida. Tesis Mag. Sc. CATIE, Turrialba, Costa
Rica. 74 p.

RESUMEN

Los nematodos son organismos gque causan daflos severos a los
cultivos. Frecuentemente, éstos son controlados por medio
de productos gquimicos, los cuales pueden contaminar los
agroecosistemas sino se emplean adecuadamente. Una
alternativa para contrelar las poblaciones de fitonematodos
a niveles no perjudiciales es por medio de controladores
naturales. La bacteria Pasteuria penetrans es un parasito
obligado de nematodos con gran potencial como nematicida

biolégico.

El objetivo primordial del trabajo fue evaluar ~F. penelrans
como agente controlador de los nematodos agalladores
Meloldogyne Iincognita y Meloidogyne arabicida. Para ello se
realizaron pruebas de adherencia de las esporas de /~.
penetrans a la cuticula de juveniles (J2) de los nematodos
en mencién. Ademas, a nivel de invernadero se estudid el
efaecto de la bacteria en el desarrollo de M. Incognita y M.

arabicida en raices de tomate.

La adherencia de P~. penetrans fue evidente a las 24 horas
con un promedio de ocho esporas por J2 para M. Incognita y
cuatro esporas para M. arabicida, con un 95 por ciliento de
juveniles con esporas adheridas para el primero y un 75 por
ciento para el segundo. E1 nematicida ethoprop 5G redujo en
un 80 por ciento el agallamiento provocado por N. incognita
v en un 83 por ciento en M. arabicida. P. penelrans redujo
en un 44 por ciento el agallamiento causado por X, ITncognita
y en un 36 por ciento en M. arabieida. La bacteria
disminuyé en un 71.2 por ciento la tasa de multiplicacidén en
M. ZIncognita y en un 63% en M. arabicida. Se cobservé una
mayor patogenicidad para . Zncognita, con un 45 por ciento
v un 30 por ciento para M. arabicida.

El efecto de P. penetrans a las futuras generaclones de los
nematodos fue evidente, ya que se obtuvo un 51 por ciento de
M. Incognita de la poblacidén final de suelo con esporas de
la bacteria adherida a la cuticula y un 22 por ciento para
M., arabicida.

Los resultados de adherencia y parasitismo nos hacen suponer
que P. penetrans es mas especifico para ¥. Incognita que
para M. arabicida y se concluye que P. penebrans puede ser
considerado como un nematicida biolégico.
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ROJAS MIRANDA, T. 1993. Pasteuria pepnetrans: Adherence and
parasistism in Meloidogyne Iincognita and Meloidogyne
arabicida. Tesls Mag. Sc. CATIE, Turrialba, Costa
Rica. 74 p.

SUMMARY

Nematodes are organisms which cause severe damages to crops.
They are frequently controlled utilizing chemical products,
which can contaminate the agroecosystems when use
unproperly. A viable alternative in order to control plant
nematode populations to non harmful levels 1is through
natural controllers. The bacterium Pasteuria penetrans is a
nematodes obliged parasite with great potential as biologic

nematicide.

The main purpose of this research was to evaluate the
possibilities of P. penektrans as control agent of
Meloildogyne iIncognita and Meloidogyne arabicida root-knot
nematodes. For that reason, adherence tests of P. penertrans
to juveline (J2) cuticles of the above mentioned nematodes
were conducted. The effect of P. peneilrans regarding the
develpoment of M. Incognita and M. arabicida on tomato roots
was also evaluated.

P. penpetrans adherence was evident after 24 hours of
inoculation, showing an average of eight spores per J2 of M.
Incognita and four spores per J2 of M. arabicida. There was
also 95 percent of spores adhered to juveniles for the first
species and 75 percent for the second. The nematicide
ethoprop 5G reduced 80 and 83 percent of the galling caused
by M. Incognita and M. arabicida respectively. P. penetrans
reduced 44 percent of the galling originated by . incognita
and 36 percent of the same parameter for ¥. arabicida. The
bacterium decreased in 71.2 percent M. Incognita' s
multiplication rate and in 63 percent ¥. arablcida' s. It
was observed a higher pathogenicity level (45 percent) for
M. Incognita, than for M. arabicida (30 percent).

The effect of 2. penetrans to future nematode generations
was evident since 51 percent of ¥, JIncognita’s and 22
percent of V. arabicida’s final soil populations had
bacterium spores adhered to their cuticles.

The adherence and parasitism results allow to assume that ~.
penetrans is more specific for M. Incognita than for M.
arabicida and it is concluded that »£. penetrans can be
considered a biologic nematicide.
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I. INTRODUCCION

En Costa Rica de unos 18 géneros de nematodos
fitoparasitos del café, el género Meloldogyne sp. es el mas
importante (Figuerca 1974). Es probable que‘ de la gran
divergidad y cantidad de fitonematodos existentes en el

suelo, no-hayan sido descritas todas sus especies.

Recientemente una poblacidn de Melolidogyne sp. en el
cultivo de café, cerca del pueblo de Juan Vifias (Cartago,
Costa Rica), correspondié a una nueva especie denominada
Meloidogyne arabicida (Lépez y Salazar 1989). La
interaccién de este nematode junto a otros microorganismos

del suelo provoca una corchosls en las raices (Marban ef. ad

1989).

Las pérdidas ocasionadas por los nematodos parasitos de
plantas pueden ser cuantiosas. En Estados Unildos, se
gastaron, durante 1976, aproximadamente $19 millones en
quimicos para combatir a los fitonematodos en tabaco{Taylor
y Sasser 1983) . Las pérdidas ocasionadas por estos
organismos a los cultivos pueden alcanzar de un 25 a un 50
por ciento (Taylor y Sasser 1983). En el cultivo de arroz,
en Panamd, Meloidogyne salasi ocasiond pérdidas de un 15 a

un 20 por ciento {Aguilar 1993}.



Los fitonematodos han sido combatidos tradicionalmente
con sustancias guimicas, desde que Carter (1943), descubrid
que el dicloropropeno era un nematicida eficiente. Aundque
esto estimuléd la investigacidén sobre los nematodos, también
provecé un gran aumento en la produccidén y consumo de
plaguicidas, contaminando el ambiente. En California, el
uso excesivo de aldicard produjo una gran contaminacidn ya
que este nematicida puede moverse facilmente a través del

suelo, permaneciendo en aguas subterrdneas por varios afios

(Glynn 1989).

En Costa Rica, mas de 600 trabajadores de compafiias
bananeras se vieron afectados con esterilidad al trabajar en
el campo aplicando dibromocloropropeno (DBCP) para el

control de los fitonematodos (Ramirez y Ramirez, 1980).

Por los problemas anteriormente citados, el control
bioldgico de nematodos fitopardsitos por medio de enemigos
naturales esta tomando gran importancia. Entre los enemigos
naturales de los fitonematodos se pueden citar: hongos,
insectos, dcaros, turbelarias, nematodos, virus,

protozoarios y bacterias (Sayre 1971).

Uno de los organismos mas promisorics y con gran
potencial biocontrolador es la bacteria Pasteuria penelrans
(Thorne} Sayre y Starr. Este organismo es un paréasito

obligado de nematodos, en especial del género Meloidogyne,



el cual inhibe la produccidén de masas de huevos y afecta las

futuras generaciones (Stirling 1991}.

El presente trabajo de investigacidén se realizdé con el

propésito de:

a)

b}

d)

®valuar la bacteria Pasteuria peneflrans como agente
controlador de los nematodss agalladores Meloldogyne

Incognita vy Meloidogyne arabacida.

Evaluar la capacidad de adherencia de las esporas de

P. penetrans en juveniles (J2) de ¥ arabicida y M.

Incognlta.
Determinar el efecto de P, penelrans en la
reduccién del porcentaje de agallamiento,

poblaciones finales y tasa de multiplicacidén

ocasionado por &, arabicida y M. Incognita.

Medir el porcentaje de infeccidn de pP. penetrans en

M. arabiciday M. Incognita.



IT. REVISION DE LITERATURA

Aspectos del género Meloidogyne

Los primeros estudios del género WMeloldogyne fueron
realizados por Berkeley (1855), gquien los 1laméd
vidrios. E1l primer nombre cientifico dado a este
nematodo fue Anguilulla mariconi Cornu (1879) por los
sintomas similares causados por Anguilulla radiciceola

{canto 1982}).

En Brasil, Jcbert (1878) observé en raices de café
numerosas agallas gue contenian "quistes" con paredes
hialinas, asi como huevos y larvas gque emergian de
ellas, no obstante, él1 no dio nombre a este nematodo.
Goldi (1887) estudid el mismo problema y cred el género

Maloidogyne, describiendo a M. exigua.

El género Meloidogyne ha sido objeto de muchas
revisiones; Gooeodey (1932) lo denomina FHeterodera
morioni, porgue se asemeja mas a Heterodera que a
Anguilulla, La taxonomia del género WMeloidogyne fue
complicada hasta que Chitwood (1949), hizo una revisidn
del género y concluyd que no pertenecen al género
Heterodera debido a 1la existencia de diferencias

morfolégicas entre ambos géneros. Este autor describid



cuatro especies adicionales M. hapla, M. areparia, M

Javanica y M. incogniita (Taylor y Sasser 1983).

Paralelamente a los trabajos de Chitwood, se
desarrollaron investigaciones con nematicidas,
demostrando la importancia econdémica de éstos
organismos. Por tal motivo, el nimero de nematdlogos
crecid y los trabajos sobre el género WMeloidogyne
también. Para 1976, se habian descrito unas 36

especies de este género, (Taylor y Sasser 1983).

Lépez vy Salazar (1989), describieron una especie nueva
de wMeloidogyne en café (Coffe arabica L. cv. Caturra)
en el distrito de Juan Vifias, Cantén de Jiménez,
Provincia de Cartago, Costa Rica, la cual denominaron
como Meloidogyne arabicida. Los sintomas a nivel de
follaje ocasicnados por este nematodo consisten en un
pobre desarrollo de la planta, clorosis fuerte seguida
por una defoliacidén severa, momificacidén y caida de

frutos vy el sistema radical poco desarrollade, con

engrosamientos grandes y numerosos, tanto en la raiz
principal comc en las axilares y secundarias. Estas
raices presentan un resquebrajamiento en la corteza,
Al abrir las agallas, es posible observar una dran
cantidad de tejido corchoso. La asociacidén de WM.
arabiclda con hongos COmO Fusarium oxysporum,

cilindrocladium spp. Yy Phialophora spp. causan 1la



sintomatologia descrita en lag raices de café (Marbéan

et al 1989a}).

La especie Mzloidogyne pertenece al Phylum Nemata, a la
clase Secernentea, Orden Tylenchida, Super familia
Tylenchoidea, familia Meloidogynidae v género

Meloidogyne.

Importancia econdmica del género Meloidogyne

En los Estados Unidos campos infestados con nematodos
pueden perder en rendimiento hasta un 24.5%, si los
mismos no se tratan con nematicidas. En Carolina del
Norte, para el afioc 1976, los cultivadores de tabaco
gastaron aproximadamente US$19 millones en tratamientos
guimicos y se presume qgue para los paises en vias de
desarrollo, las pérdidas atribuidas al género
Meloidodyne oscilan entre un 25 y un 30% (Taylor vy

Sasser 1983).

En el cultivo de arroz se ha perdidec entre un 30 y un
50% o mas de su rendimientc, cuando hay fuertes ataques

de nematodos (Goémez ef al. 1981},



Asociacidén de Meloidogyne con otros organismos del

suelo

Uno de los factores de diniclio vy desarrollo de
enfermedades en las plantas es la posible asocilacidén de
mids de un microorganismo en una planta hospedera. Los
nematodos parasitos de plantas, a menudo desenmpefian un
papel muy importante en las interrelaciones,
Actualmente se conocen algunas asoclaciones de
nematodos con hongos, bacterias y virus ( Jatala 1982,

Taylor y Sasser 1983).

La primera interrelacién la detectd Atkinson {1892)
cuando observé gque la marchitez del algoddn se
incrementaba cuando estaban juntos Meloldogyne spp. ¥

Fusarium,

Un reconocimiento de nematodos, realizado por Rojas
(1989) en el cultivo de pimiento (Piper nigrum), mostré

que existia gran mortalidad de plantas cuando M.

incognita y Fusarium estaban presentes.

Este mismo autor encontré gque existe relacidén entre la
marchitez y muerte del jengibre, cuando el nematodo
nodulador de la raiz estd asociado con la bacteria

Erwinia sp.



4.

Control de los nematodos parasitos de plantas

Los nematodos fitoparasitos son combatidos
principalmente con métodos guimicos; aunque existen
otros métodos gue pueden tener resultados
gsatisfactorios, como son, practicas cultﬁrales vy el
control bioldgico principalmente con hongos y bacterias

(zavaleta 1985, Rodriguez 1991, Taylor y Sasser 1983).

combate quimico de fitonematodos

Bl combate de nematodos fitopardsitos es realizado
por diferentes métodos, ©peroc la practica nmés
empleada es por medio de sustancias guimicas
1lamadas nematicidas, gue en muchos c¢casos se

convierten en la Unica herramienta disponible.

El uso de los nematicidas comenzdé en 1745 y aumentd
hasta ser un negocio rentable. En la actualidad, se
considera dque los nematicidas comparten
aproximadamente del 5 al 7% del mercado mundial de
plaguicidas (Marban 1985). El uso de estos
compuestos quimicos por lo agricultores se realiza
con el fin de disminuir las poblaciones de nematodos
y de incrementar el rendimiento y calidad de los

cultivos que son afectados.



Algunos nematicidas empleados a través del tiempo
han sido retirados del mercade internacional, pero

ain asi son muy utilizados. {(Taylor vy Sasser 1983).

Los nematicidas se pueden dividir en dos grupos: el
primer grupo son los fumigantes, los cuales son
inyectados al suelo directamente y se subdividen en
hidrocarburos alifaticos halogenados COomo el
dibromuro de etileno, las mezclas de 1,3
dicloropropenc y el Dbromuro de metilo. Los
liberadores del isotiocianato de metilo, como el
Dazomet o Milene (3.5-dimetil-tetrahidro-2H-1.3.5
thiadizina-2-tiona). ©Estos nematicidas penetran la
cuticula del nematodo, actuando en las actividades
figioldgicas. causan inhibicién de enzimas y del
metabolismo de este organismo provocande su muerte

(Marban 1985, Taylor y Sasser 1983).

El segundo grupo son los nematicidas no fumigantes,
los cuales fueron desarrollados en la década 1951-
1960. En los 1dOltimos 25 afios, no se han
desarrollado nuevos productos (Marban 1985). Entre
los productos mas usados en la actualidad tenemos:
Aldicard (Temik), Carbofurdn (Furadan), Ethoprop
(Mocap), Phenamiphos (Nemacur) y Oxamyl (Vydate)
{(Taylor Y Sasger 1983). Este grupo de

organofosforadoes Y carbamatos, actian como



inhibidores de la actividad neuromuscular,
reduciendo la capacidad de movimiento, infecciédn,
alimentacidn, reproduccidén y tasa de desarrollo
(Bunt 1975). sin embargo, estudios realizados por
Marban y Viglierchio (1980), con concentraciones muy
bajas de estos compuestos, confirman gue los mismos
afectan las actividades sensoriales v de
comportamiento del nematodo. Ademas inhibe 1la
eclosidén, emergencia, defecacidn, osmo regulacidn,
etc. sin causar la muerte del nematodo directamente,
va que los nematodos no dependen del movimiento para
realizar el intercambio gaseoso y pueden soportar

largos periocdeos de hambruna. Es por esto gue se les

ha denominado a estos productos como "nemastaticos!.

Estudios realizados durante dos afios consecutivos
con carbofuridn 5G en el cultive de café (Figueroa
1978), mostraren una disminucién de los nematodos y
un aumento en el rendimiento c¢on respecte al

testigo.

Trabajos realizados con diferentes nematicidas en
Panama (1989), para el combate del nematodo dorado
clobodera rostachiensfzs, el cual es un limitante
importante para la produccién de papa, se encontré
gue el Furaddn 10G (25 kg/ha) fue el que produjo

mayor rendimiento (16.53 ton/ha), comparado con los

10
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otros nematicidas probados (Miral 10G, Vydate L) y

la combinacidén de Furadan 10G 18.75 kg/ha + Vydate L

217/ha).

Control de nemateodos por medico de malezas,

coberturas y plantas antagénicas

Existen plantas gue son productoras de sustancias
téxicas, inhibidoras de crecimiento y gque pueden
actuar como barreras fisicas. Christie (1986)
manifestsd que las malezas y coberturas vegetales
pueden reducir las poblaciones de fitonematodos ya
que incrementa la biota del suelo y por consiguiente

los enemigos naturales de los fitonematodos.

Helenita vy Lehman (1978) identificaron 18 especies
diferentes de las familias Compositae, Amaranthacea,
Rubiacea, cruciferae, Gramineae, Malvaceae,
Solanaceae Yy Cucurbitaceae, como hospederos
alternos que les permitié conocer qué cultivo podria
sembrarse y qué tipo de manejo podria darsele a las
malezas. Rojas (1990a), encontrd que las
poblaciones de Pratyplenchus sp., en maiz, aumentaron
cuando el suelo estaba sin malezas y @éstas
poblaciones disminuyeron cuando el cultivo

permanecia con cierta cantidad de las mismas.
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Los trabajos realizados con coberturas vegetales
para el combate de los fitonematodos han dado
resultados promisorios. Dominguez eZ a7 (1990)
estudiaron el efectc de coberturas como Arachis
pIinteil, Pueraria phasecloides, Cenirosema pubescens,
Despodium ovaliforium, Centrosema acuiifolium sobre
el nematodo neodulador de la ralz Meloidogyne
arabicida y encontraron gue ninguna de las especies

es hospedadora del nematodo.

Mc. Sorley vy Dickson (1989} estudiaron, durante dos
afilos, el comportamiente de las poblaciones de
nematodos fitoparasitos, utilizando para su control
coberturas vegetales como centeno (Secale cerealea)
y vizia (Vicia wvillosa), encontrando gque las
poblaciones de Belanolaimus longicandztus,
oriconemella sphaerocephala, Meloidogyne Incongnilta
¥y Pratylenchus brachiyurus no aumentaron cuando se
establecieron tales coberturas. Por otro lado,
vilardi y Gonzaga (1980), encontraron gue la mucuna
(stizolobium aterrim afectdé directamente el numero
de larvas de WMeloidogyne Incognita que alcanzaron

las raices,
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Segin Marban et al (1989b), algunas leguminosas
producen exudados radiculares como lectina (Con A)

que pueden perturbar el mecanismo quimico-sensorial

del nematodo.

Existe cierta cantidad de plantas antagéhicas a los
nematodos pardsitos de plantas. Una de ellas es
Tagetes spp. Belcher y Hussey (1977) demostraron
gque la reduccidén de la poblacidn de Meloidogyne

puede ser de un 97% utilizando dicha planta.

La poblacidén de Pratylenchus sp. en el suelo,
comparado con los tratamientos testigo, disminuyé
sustancialmente cuando en éste se plantd Tagerles sp.
En el testigo (plantas susceptibles a Prafylenchus
sp.) las poblaciones aumentaron tanto en el suelo

como en la raiz (Rojas 1990b).

Enemigos naturales de los fitonematodos

El control bioldgico es una opcidn gque se debe
considerar para el manejo de fitonematodos ya gue en
la naturaleza existen una serie de organismos como
hongos, bacterias, turbelarias, insectos, &caros y
virus que afectan a los nematodos de plantas (Sayre

1971}, El enfoque general en el A&rea de control
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biolégico de nematodos ha sido la blsqueda de estos

agentes antagdnicos.

Hongos como enemigos de nematodos fitoparasitos

Sayre (1971) y Webster (1972) se refieren a dos
tipos de hongos que matan nematodos: los atrapadores
y los ©parédsitos endozdicos. Los atrapadores
capturan los nematodos por medio de redes adhesivas,
nudos adhesivos o adherentes, por ramas laterales
cortas de sus hifas vy por anillos, gue son hifas que
se contraen para atrapar nematodos. Estos hongos
producen aparentemente una toxina que mata el

nematodo vy luego lo invade,

Los hongos endozdilcos tienen esporas que se adhleren
a la cuticula y germinan, formando tubos que

penetran al cuerpo por las aberturas naturales del

nematodo (boca, afio, poro excretor, vulva).

se han detectado mads de 150 especies de hongos que
pueden atacar a los nematodos, entre los que se
encuentran Stylopage spp, el cual efectla la captura
por medio de hifas adhegivas individuales;
Arthrobotrys spp. Y MNematoctenus spp. los cuales

poseen una especie de nédulos que se adhieren a la



2.4.3.2

15

cuticula del nematodo. En el caso de Dactylaria
spp. éste forma anillos constringentes con los

cuales capitura los nematodos (Goes y Rooy 1988).

Entre los géneros de hongos endoparasitos de
fitonematodos se pueden citar: catenaria spp.,
Myczocplium  Spp. ., Hoptoglossa spp., Meristacrum
spp., Verticillum spp., Cephalosporium SpPP-.- v

Harposporium spp (Rodriguez 1991).

Existen especies de hongos asociados con los quistes
y huevos de nematodos de los géneros &lobodera spp,
Heterodera spp Yy Meloidogyne spp; de éstos los més
importantes son: cyplindrocarpon sp., Exophilo sp.,
Fusarium sp, &liocladium sp, Paecilomyces Sp Y
Verticillium sp (Morgan~Jones y Rodriguez-Kabana

1985),

Las bacterias como agentes reguladores naturales de

poblaciones de nematodos

A pesar de que las bacterias son un grupc abundante
de microorganismos del suelo, se han realizado pocos
esfuerzos para estudlar el potencial gque éstos

representan. Las posgibles causag son 1) las

bacterias son menos conspicuas que los hongos, 2)
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los efectos de los hongos son, en muchos casos,
espectaculares y 3) las bacterias son més dificiles
de identificar y propagar que los hongos (Zavaleta

1985).

Se han encontrade diversas bacterias asociadas a la
cuticula, a 1la cavidad del cuerpo, al aparato
digestivoe y a las génadas de los nematodos (Sayre
1971} . El {dnico casco bien documentado de una
bacteria parasitando nematodos es Pasteuria
penetrans, la cual tiene un gran potencial como

agente de control biolégico (zavaleta 1985).

Uso de P. penetrans como agente bioccontrolador de

nematodos

TPaxonomia de Pasteuria penelrans

La taxonomia de P£. penetrans ha sido objeto de

continuas confusiones, desde que Thorne {1940) 1la

describid como Duboscgia penetrans pensando que era

un protozoario. Estudios posteriores, realizados
por  Mankau {1975}, utilizande el microscopio
electrdénico, ravelaron gque era un organismo

procaridético y lo nombraron como BRacillus penelrans.
sin embargo, es hasta hace poco tiempo gue Sayre ¥y

Starr en 1985, establecieron bases sélidas para la
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taxonomia de este grupo de hiperparasitos, colocando
a esta Dbacteria en el género Pasteuria y

renombrandola como Pasteuria penetrans (Stirling

1991).

Ciclo de Vida de Pasteuria penelrans

El ciclo de vida de »~P. penetrans se desarrolla en
sincronia con el nematodo nodulador de la raiz.
Este organismo se empleza a asociar con el nematodo
cuando sus esporas se adhieren a la cuticula de

segundos estadios juveniles (J2) (sStirling 1991).

Con el propdsito de que se efectie una infestacidn
efectiva, deben haber aproximadamente 5 esporas
adheridas a la cuticula del nematodo (Stirling
1984). Los nematodos cargados de esporas entran a
la raiz de una planta hospedante ¥y comienzan a
alimentarse. La infeccidén ocurre aproximadamente
ocho dias después, cuando algunas esporas germinan y
penetran la cuticula. Luego gque el teijido
hipodermal del nematodo ha sido penetrado, el tubo
germinal desarrolla una colonia vegetativa esférica
que consiste de un micelio dicotémicoe septado ¥y

ramificado, se forman micro colonias gue se dividen
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vy forman colonias hermanas. Bl proceso descrito
continta hasta formar grandes cantidades de
colonias. A medida que ocurre el desarrollo, dichas
colonias disminuyen, pero con un mayor tamafio, hasta
que finalmente predeminan los cuartos y luego las
mitades del esporongio en desarrollo, dando lugar
luego a un solo esporangio en el cual se forma una
sola endospora. Luego se desarrclla un septum en la
regién anterior de la célula madre de la espora. EIl
protoplasma en esa regidén se condensa para producir
una espora anterior, con multicepas colocadas a su
alrededor. El resultade £final del procesc de
infeccidén es que la alimentacién, muda y crecimiento
del nematodo hospedero continida normalmente, pero su

capacidad reproductiva es destruida (Stirling 1991).

Especificidad de huésped

Los estudios realizados hasta la actualidad indican
gque las endosporas de P~P. penetrans se adhieren solo
a los nematodos vy no a otros organismos del suelo.
se han reportadc como hospederos de la bacteria a
200 especies de unos 100 géneros (Sayre y Starr

1988} .

18



Segiin Stirling (1991) muchos trabajos realizados
para conocer la especificidad de »2. panefrans se han
tomado de poblaciones no homogéneas de la bacteria vy
no han partido de una sola espora. Por lo tanto es
dificil conocer la verdadera especificidad ya gque en

el campoe hay mucha variabilidad.

Se ha probado cierto grado de especificidad eitre -~
penetrans y algunos génercs de nemateodos; por
ejemplo, esporas extraidas de W incognita y P
brachyurus se adhieren solo a Meloldogyne spp. y P.

brachyurus (Dutky y Sayre 1978)

Davies et al (1991) sugieren gque las proteinas en la
superficie de la espora podrian estar involucradas.
Por lc tanto, la diferencia entre poblaciones en 1la
especificidad de adherencia pueden estar causando
diferencias cuantitativas y cualitativas; por ello,
seria pertinente emplear técnicas de genética
molecular a Pasteuria para entender su variabilidad

genética.

Entre los atributes que tiene P, penelrans cono
agente biocontrolador estdn su especificidad de
blancoe (parasito obligado}, su resistencia al calor

vy a la desecacidén, su tolerancia a los pesticidas vy

19



ademas la caracteristica de no ser nocivo para el

usuarie (Channer y Gowen 1988).

Estudios realizados por Stirling &£ aZ. (1990) con
diferentes concentraciones de esporas a una
temperatura de 27 + 1 °C sobre el nﬁméro de las
mismas adheridas a juveniles (J2) de V. Javanica,
encontraron gque despuéds de un dia, la cantidad de
esporas adheridas a los nematodos fue de 25 o méas
por juvenil. Ademds, se encontré un incremento en
el nimerc de esporas adheridas conforme se aumenté
la concentracién y el tiempo de exposicién entre la

bacteria v M. Javanica.

La presencia de esporas adheridas a la cuticula de
los nematodos no indica gque éstos estén infestados;
la infeccidén se manifiesta por la ausencia de masas
de huevos en hembras maduras y por la presencia de

esporas de P. pepetrans {(Stirling 1991).

Se necesitan Gnicamente cinco esporas adheridas a 1la
cuticula para gue el nematodo sea infectado pero se
necesita una mayor cantidad para que afecte la
infectividad del nematodo a la planta (Stirling

1984).
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Diferentes trabajos han mostrado que la infectividad
de nematodos se reduce cuando tienen de 15 a 20
esporas adheridas, pero antes de poder observar
reducciones marcadas en la infectividad se necesitan
hasta 50 esporas (Brown y Smart 1985, Davies &% al.

1988} .

Estos mismos autores sugieren gque para tener éxito
en la estrategia de control mediante la inundacidén
con P, penetrans, es necesarioc gque la mayoria de
nematodos en la vecindad de wuna planta sean
infestados ¢ cargados con suficientes esporas para
promover la adherencia de esporas y asegurar que el
parasitismo ocurra previniendo 1la invasidén a las
raices.. suponiendo gue log juveniles normalmente
duran 24 horas para moverse a través del suelo,
antes de entrar a la raiz, se puede especular gque
las concentraciones necesarias serian de 10° vy 2.5 x
109 esporas/g de suelo, con una temperatura de 27
°¢, esto para asegurar un promedio de cerca de 20 y

50 esporas adheridas a cada nematodo.

A mayores concentraciones de esporas (106/m1) por un
periodo de 12 horas se incrementé la cantidad de
esporas adheridas a la cuticula de Meloidogyne

Zncognita. Periodos de exposicién de 24 a 72 horas

21
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ejercieron poco efecto en el namere de esporas

adheridas (Davies ef al. 1988).

La eficiencia de p. penefrans para disminuir el
porcentaje de agallamiento de Meloidogyne Jjavanica
se demostré en plantas de tomate {(Daudi er al.
1990). La incorporacidén de preparaciones de raices
secas cargadas con esporas en suelo de campo a razdn
de 212-600 mg/kg de suelo redujeron el nimerc de
juveniles de V. Javanica y el grado de agallamiento

causado por el nematodo (Stirling 1984).

La reduccidén de un 48 a un 94% en la multiplicacién
de nematodos noduladores de la raiz se logré con
tasas de aplicacidén de 250 y 1000 mg de polvo de
esporas/kg de suelo (Raj y Mani 1988), en tanto que
Dube y Smart (1987), disminuyeron el agallamiento e
incrementaron el crecimiento de las plantas cuando
aplicaron 500 mg/kg de suelo de un preparado de

polvo de esporas.



2.4.4.4 Forma de producir P. penelrans

El ciclo de vida de ~. penerrans se desarrolla en
sincronia con el nematodo nodulador de la raiz v con
el completo desarrollo de las hembras parasitadas
(stirling 1991). Con el fin de optimizar la
produccidén de pP. penetrans Channer y Gowen (1988)
propusieron la necesidad de infectar plantas

hospederas con Jjuveniles, gque han sido expuestos

previamente a esporas de P. penelrans. Seglin
stirling {1984), solo se necesitan cinco esporas
para que el nematodo sea infestado. Las plantas

hospederas deben estar en una etapa de crecimiento
que suministre muchos sitios de invasién y 1lo
suficientemente vigorosas para sostener la carga de
nematodos parasitos por un periodo de 35 a 50 dias
después de la infeccidén o invasidén. Segin el mismo
autor, la cosecha 0 produccidn puede ser
influenciada por la especie y la poblacién del
nematodo, la especie de planta hospedera, el sistema
radical, el nimero de esporas y la adherencia al
nematodo. Gowen vy Channer (1988) aumentaron la
produccidén de P. penetrans cuando mezclaron de 1000
a 5000 Jjuveniles de Meloidogyne Zpcognita en una

suspensioén de esporas de P. penetrans.



stirling (1991} determindé gue la temperatura tiene
un efecto positivo en el nimero de esporas adheridas
a la cuticula del nematodo, va gque la tasa de
adherencia, a 27 °C es el doble de la observada a 18
°cC. Otros trabajos realizados por Stirling (1891)
demuestran gue la patogenicidad de la bacteria es
mavor cuando la temperatura se aumenta hasta 30 °C vy
se pierde un poco cuando disminuye a 20 °C, ya gque
las hembras generalmente desarrollan ovarios con

huevos antes que la bacteria actuie.



ITII. MATERIALES Y METODOS

Localizacidn de los Experimentos

El trabajo de investigacidén se realizd en el Centro
Agronémico Tropical de Investigacidén y Enseflanza
(CATIE), Turrialba, Costa Rica, bajo condiciones de

laboratorio y de invernaderoc.

Adherencia de esporas de P. peneilrans en sequndos
estados juveniles (J2) de & arabicida y M.

Incognita.

Para detectar la presencia de esporas adheridas a la
cuticula del nematodo, se colocaron segundos
estadlos juveniles (J2}, en una suspensidén de
esporas de P. penelrans a una concentracidén de 106
egsporas/ml y una temperatura promedio de 1la
suspensidn de 28°cC, Se tomaron muestras de 20
nematodos, cada dos horas por 24 horas, para contar

el numero de esporas adheridas/nematodo.

La observacidén se realizd bajo el microscopio de luz
marca Micro Phot F¥ Nikon™ a 200% v el microscopio
de barrido Hitachi $-570 de la Universidad de Costa

Rica.
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Bfectoe de P~P. peneirans en el desarrollo de A,
arabicida y M. incognita en raices de tomate, bajo
condiciones de invernadero.

El suelo utilizado fue una mezcla de arena y suelo
franco arenosc en una proporcidén de 1:3. Se
esterilizé con calor a una temperatura promedic de
200 °C por un periodo de 12 h y se dejdé reposar por
6 dias antes de ser utilizado.

Plantas de prueba

Se emplearon plantas de tomate de la variedad Hyslip
de la Casa Asgro, las cuales son susceptibles a las
dos especies de nematodos en estudio. La edad de

las plantas, al momento de aplicar los tratamientos,

fue de 5 semanas. Estas permanecieron a una
temperatura promedio de 26 °C aproximadamente
durante 7 semanas. burante todo el periodo de
investigacidén se realizaron tres fertilizaciones
foliares con el producto comercial Nitrofoska el
cual contiene 10 N, 4F, 7 P,0g5, 0.2 Mg0, 0.8 S y
micronutrientes 0.02%. Se realizd una fertilizacidn
al suelo con la férmula 10~-30-10, 1,0 g/planta para
suplir 1las demandas de elementos esenciales.
También se aplicdéd un insecticida  Abamectina
(vertimec) para combatir la mosca blanca (BSewisia

tabacl) v el minador RKeiferia lycopersicella.
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Fuente de indculo de M. aqrabiciday M. fncognita

Para obtener poblaciones homogéneas de los
nematodos, estos se multiplicaron a partir de masas

de huevos.

con el fin de obtener poblaciones altas de M
arabicida se considerd el método propuesto por
calderdén (1989) el cual considera la extraccidn de
nematodos de raices de café, infectadas
naturalmente, para su posterior inoculacién en las

plantas de tomate.

El incremento de las poblaciones de las dos especies
en estudio, permitié wutilizar una cantidad de
indculo por maceta de 1000 juveniles y huevos,
extraidos de las raices por el método de hipoclorito

de sodio (Ferris 1985).

Multiplicacidn de indculo de Pastleuria penelirans

La metodologia empleada consistid en mezclar los dos
organismos en un vaso de precipitade c¢on agua,
incubandolos por 24 h con el fin de permitir que la

bacteria se adheriera a los juveniles del nematodo
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antes de infectar las plantas de tomate (Gowen vy

Ahmed 1980).

La cantidad de indéculo de »P. peneirans empleada por
maceta (unidad eyxperimental) fue de 2 X 106

egporas/ml.

Nematicida empleado

El nematicida empleadc fue Mocap 5G {ethoprop), el
cual es ampliamente utilizado en agricultura y tiene
un poder residual bajo (3 meses) comparado con otros
gque circulan en el mercado costarricense (Rojas
1989). La aplicacién de éste producto fue en forma
inundativa a 10 ppm. La preparacidén del ethoprop se
realizé siguiendo la metodologia que se detalla en

el Anexo 1.

Método de extraccidén y conteo de nematodos

El método de extraccidn de nematodos del suelo fue
el de tamizado-centrifugado y flotacidn en solucidn
azucarada (Jenkins 1964). Por medio de este método

se contaron todos los nematodos del suelo,



.3.6

.3.7

El método utilizado para la extraccién de nematodos
en la raiz fue el de licuado y tamizado, se proceséd
toda la muestra de raiz y se hizo el conteo
respectivo con ayvuda de un microscopio

estereoscdédpico.

comprobacién de la infeccidén de »P. pencirans en M.

arabicida y M. Incognita

La comprobacidén se hizo de acuerdo con el método
recomendado por Stirling (1991), el cual consiste en
recolectar 140 hembras maduras para cada una de las
dos especies de Meleoidogyne, mediante disecciones de
raices infectadas. Las hembras recolectadas son
comprimidas mecAnicamente en un porta objetos vy
cubre objetos, para observar bajo el microscopio de
luz a 200X y verificar la presencia de esporas de 2.

renetrans.

Disefio Experimental

se utilizé un disefic completamente al azar con siete
tratamientos y siete repeticiones donde la unidad
experimental fueron las macetas, con una capacidad
de 300 g de suelo estéril, sembrandose una planta

por maceta. La duracidén del ensayo fue de siete
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semanas después de la aplicacidn de los

tratamientos.

Tratamientos

1. Testigo absolute {(sin nematodos)

28]

M., arabicida solo

3. M. Incognita solo

4 M., arabicida mds BEthoprop a 10 ppm
5. M., Incognita mas Etroprop a 10 ppm
6. M. arabicida mas P. penetirans

7. M. Incognita mas P. penetrans

variables a medir

1. Porcentaje e indice de agallamiento (escala de
evaluacién propuesta por Barker 1987}, anexo 2.

Los datos fueron transformados an + 0.5,

2. Peso fresco y seco de la parte aérea de la

planta.

3. Peso fresco de la raiz
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4, Peohlacidn final de raiz ¥ suelo. Datos

transformados a¥x + 0.5.

5, COhservacidn y cuantificacidén de juveniles libres
de esporas y juveniles en el suelo con esporas

adheridas en su cuticula al finalizar el ensayo.

6. Verificacidn de la patogenicidad de P. penstrans
en las dos especies de Meloidogyne por medio de
1a diseccién de raices y extraccidén de las

hembras maduras de los nematodos.

7. Tasa de multiplicacién del nematodo. Para esta
variable se toma la poblacién total final tanto
en suelo como en raiz y se divide entre la
poblacidn inicial {1000 huevos juveniles},
quedando la férmula P{/P;. Datos transformados a

e

Vx + 0.5,

Estudios Histoldgicos

se tomaron raices agalladas provenientes de los
tratamientos de Meloidogyne spp. - Pastsuria. Estas
fueron fijadas en FAA (alcohol, agua destilada,

formalina vy &cido acético) durante 48 h ¥y



deshidratadas en una serie ascendente de alcohol

{50~100~100°) (Anexo 3).

Una parte de estas muestras se infiltré en
paraplast-plus y la otra se infiltré en historesina
{Anexo 4). Las raicegs infiltradas en parafina se
seccionaron a 8 um de grosor, utilizando para ello
un micrétomo de rotacidn. Los cortes se colocaron
sobre porta objetos v se tifieron con la técnica de
safranina - Fast Green y la técnica de cuadruple
coloracidén (CIRAD, 1989). Finalmente se observaron

al microscopic de luz.

Las muestras infiltradas en resina, se cortaron a 2-

3 um de grosor utilizandeo un micrdétomo Sorvall. Los
cortes se colocaron sobre porta objetos y se tifieron
con azul de toluidina. Estos fueron posteriormente
observados bajo el microscopio de 1luz, marca Nikon,

Microphot FX.

Aplicacidn de diferentes técnicas para la

comprobacidn de adherencia

Nematodos previamente inoculados con P, penstrans
fueron tefiidos con diferentes ccolorantes con el fin

de encontrar aquel gue permitiera una mejor



observacidn de las esporas, tanto sobre la cuticula
de juveniles (J2), como dentro de hembras maduras de

las especies en estudio.

De esta manera, se hicieron tinciones con safranina
al 1%, con acridina orange al 0.1 g¢g/100 H,0
destilada (solucién madre), con DAPI 1 mg/iml H,0
destilada {solucidén madre) y con Cotton blue (CIRAD
1989). También se probd con la técnica de contraste

de fases.
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Iv. RESULTADOS Y DISCUSION

Adherencia de P. penefrans a juveniles (J2) de A&

arabicida v M. Iincognita a través del tiempo

#1 porcentaje de nematodos con esporas y el nimero
de esaporas de »P. penetrans adheridas a la cuticula
de juveniles (J2) de M. arabicida y M. Incognita se
incrementd conforme se aumentd el tiempo de
exposicidén entre la bacteria y los nematodos (Figs.
1, 2). A las 24 h, el promedio de esporas adheridas
a la cuticula de #&. Incognita fue de 8, y el
porcentaje infestado con P. penelrans fue de 95%.
El promedio de esporas adheridas para M. arabicida

fue de 4, con un 70% de J2 con P. penetlrans.

Existieron diferencias significativas (P < 0.05) en
la cantidad de esporas adheridas a la cuticula de
las dos especies de nematodos en estudio. Estos
resultados permiten suponer que la bacteria es méas

especifica par & JIncognita que para M. arabicida.

Con los promedios obtenidos es muy probable gue
pueda ocurrir la infeccién de P. penetrans a los
nematodos estudiados (Fig. 1}. No c¢bstante,

stirling (1984} establecid que cinco esporas por
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Figura 1. Numero promedic de esporas de P, penetrans
adheridas a la cuticula de J2 de M. arabicida y
M. incognita en funcidén del tiempo (h).
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Porcentaje de J2
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Figura 2. Porcentaje de J2 de M. arabicida yv M. incognita
con F. penetrans adherida a su cuticula en
funcidén del tiempo (h).



nematodo eran suficientes para asegurar la infeccidn
aungue se requiere un nimero mayor de esporas para

afectar la infectividad del nematodo a las plantas.

En el caso de la especificidad de /~. peneirans,
Kerry (1988) afirma que hay un amplio ambito de
adherencia a la cuticula de fitonematodos, pero las
poblaciones de la bacteria, por lo general, son
altamente especificas. Diferentes poblaciones de la
misma especie de nematodos pueden variar
considerablemente en su susceptibilidad. putky vy
sayre (1978) probaren la especificidad de 2.
panetrans,; asi, las esporas extraidas de M.
Incognita y Pratylenchus brachyurus se adhirieron

tnicamente a Meloidogyne vy a Pratylenchus.

Observaciones realizadas al microscopio electrénico
de barride mostraron gue no hay una preferencia de
la bacteria hacia alguna regidén del cuerpo de M.
arabicida y M. Incognita, encontrandose inclusive,
esporas adheridas a 1las bandas laterales. Las
esporas de P. penetrans tienen forma de disco con la
parte central abultada (Fig. 3 y 4). Cuando las
endoesporas maduras son producidas, estan rodeadas
por una pared esporangial y un exosporio delgado

(stirling 1991 y Giblin-Davis eZ al. 1990).
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Figura 3.

Endosporas de P. penetrans atacando la cuticula de

J2 en A Incognifa. A: Fotegrafia microscopio de

luz mostrando esporas de 2. peneilrans (e:esporas,
n:nematodeo) (200X), B,C: Parte media de J2 con

esporas de P, pencetrans {(e: esporas, n: nematodos)
(1300X vy 6000X}
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Figura 4. Endosporas de /2. penetrans atacando la cuticula de
J2 en M. arabicida. A: Porcidén anterior del J2
mostrando un gran numero de esporas {e: esporas de
£, penetrans; n: nematodo} (3000X). B,C: Esporas
adheridas a la regién central del cuerpo del
nematodo (7000X)
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Efecto de P. penetrans en el desarrollo de 4.
arabicida v M. Zncognita en raices de tomate bajo
condiciones de invernadero.

Porcentaje de agallamiento

se encontraron diferencias significativas (P <0.05),
en los porcentajes de agallamiento para 1los

diferentes tratamientos {Cuadro 1).

como se observa, hay una marcada reduccidén en el
porcentaje de agallamiento radical entre los
tratamientos con X. Incognita sclo y M. arabicida
solo, en comparacién con los tratamientes M.
Incognita + P. penatrans 6 M. arabicida + P.
penetrans. Esto indica que P. penetrans afecta a
ambas poblaciones de nematodos agalladores y en
consecuencia sugiere cierto grado de potencialidad

como agente biocontrolador.

Resultados similares obtuve Stirling (1984) quien
redujo significativamente el grado de agallamiento

cuando incorporé preparados de raices secas cargadas
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Cuadro 1. Porcentaje de agallamiento en plantas de tomate
para los diferentes tratamientos provocados por
M, arabicida y M. Incognita

Tratamientos Promedio % Porcentaije de
agallamiento*¥* reducciodn

M., Incognita 97.4 a¥ -
M. arabicida 82.86 a e
M. Incognita +
P. penelrans 53.33 b 44 .1
M. arabicida +
P. penetrans 46,43 b 36.5
M., Inceognila +
Ethoprop 16.93 c 80.5
M., arabicida +
Ethoprop 2.86 C 83.0
Testigo 0.00

*  promedios segquidos por letras iguales no son
significativamente diferentes segiin la prueba Duncan

con alfa = 0.05

** De acuerdo a escala de Barker 1987.



de egporas en campos infestados con M. Favanica.
Dube y sSmart (1987} disminuyeron el agallamiento con
500 mg de polve de raices molidas cargadas con
esporas. Al comparar el grupo dos (nematodos +
bacteria) v el grupo tres {nematodos + nematicida)
la reduccidén del agallamiento fue en promedio de un

40% a favor del nematicida.

Trabajos realizados por Marban y Viglierchio (19280)
mostraron gque los nematicidas ejercen un efecto
inmediato sobre los nematodos, siempre vy c¢uando
estén expuestos al intoxicante. Dependiendo de la
désis, el fecto puede ser visible como la

inmovilizacidén o no serle como el fecto sobre la

atraccidén o eclosidén. Sin embargo, al liberarse el
nematodo del efecto del toxicante éste se recupera

totalmente.

Esto explica en parte la existencia de agallamiento
en plantas de tomate de nuestro ensayo a la dosis de

ethotrop utilizada y bajo las condiciones descritas.

En Costa Rica este producto a 1la dosis de 30
g/planta redujo las poblaciones de A, Jncognita en
el cultivo de pimiento. Sin embargo, luego de tres
meses su efecto pasd y las poblaciones de este

nematodo aumentaron significativamente (Rojas 198%)}).
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81 hecho de que P. penetrans por si solo haya
protegide al tomate del agallamiento por ambas
especies en aproximadamente el 40% en relacidén al
testigo inoculado con nematodos, nos permite también
sugerir la conveniencia de explorar para el futuro
la posibilidad de utilizar a la bacteria en
combinacidén con productos guimicos,. Ya existen
reportes en la literatura donde se ha medido el
efecto combinado de nematicidad + P. penefrans
contra 21 efecto soloc de dichas tacticas y los
resultadog han sido promisoriocs (Daudi, efr ad.

1990).

Nosotros consideramos gque bajo las condiciones del
trépico, particularmente en cultivos afectados por
nematodos agalladores, esta opcidén debe explorarse
para el futuro pues por si misma constituye una

opcidén al uso de nematicida.

Poblacién final en raices de tomate de M. fncognila

v M. arabicida'y su tasa de multiplicacidn

se encontrarcen diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05). cuando se evalud la
poblacién final en raices y tasa de multiplicacidn,

M. Incognita obtuvo la mayor poblacidén con un
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promedio de 5531 juveniles (J2}) ¥ una tasa de
multiplicacidén de 6.19; en el caso de M. arabicida
la poblacidn £final fue de 2766 juveniles con una

tasa de multiplicacién de 3.59 (Cuadro 2).

La capacidad de incremento poblacional en las dos
especies de nematodos estudiados se vio reducida, en
un 67% cuando se aplicd P, penetrans y en un 93%
cuandoe se aplicd nematicida, reflejandose 1lo
anterior en las tasas de multiplicacidn de losg
nematodos. Al comparar el efecto del ethoprop sobre
las poblaciones de &, Jincognita y M. arabicrda
contra el efecto de P. penetrans sobre los mismos
nematodos se observé gue las tasas de multiplicacidn

son menores para ethoprop (Cuadro 2).

Se debe entender gue los organismos antagonistas de
los nematodos fitoparisitos requieren una serie de
condiciones para actuar eficientemente, ya dgue
existen diferentes factores que pueden influir
directa e indirectamente en el potencial de control
Stiriing (1991), aunado al hecho de que 1la
disminucién que gejercen estos organismos
antogonistas a fitonematodos es de generacidén a
generacidn. Por el contrario, los nematicidas

ejercen un efecto detrimental inmediato sobre los
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cuadro 2. Promedioc problacicnal de N, fncognita y M.
arabicida en raices de tomate ¥ s8u tasa de

multiplicacidn

Tratamientos roblacidn Tasa de %
final : multiplicacién reduccidn

M. Incognila 5531.3 a¥ 6.19 a -
M., arabicida 2766.4 b 3.59 b - -
M. Incognils +
P, penpetrans 1365.0 ol 1.78 c 71.2
M., aqrabicida +
P. penetlrans 1136.0 c 1.33 c d 62.9
M. Incognita +
Ethoprop 302.1 a 0.52 de 91.6
M. arabicidat
Ethoprop 113.86 4 0.19 e 94.7
Testigo 0.0 d 0.00 =)

*  Promedios seguidos por letras lguales no son
significativamente diferentes segin la prueba de Duncan
con alfa = 0.05
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nematodos (Marban 1985). Es por eso dgue se encontrd
diferencias muy marcadas en las poblaciones finales
y tasas de multiplicacién entre los tratamientos con
nematicida y ~P. penetrans (Cuadro 2). Aungue
existen é&stas diferencias, es evidente due existe

efecto biocontrolador de nematodos con P. penetrans.

Estudios realizados por Bird v Brisbane (1988), en
plantas de ‘tomate, informan gque la capacidad
reproductiva de los nematodos £ue mucho menor en
suelos infestados con P. penelrans que en suelos no
infestados. Raj y  Mani (1988) obtuvieron
reducciones de un 48 a 94% en la multiplicacién de
nematodos noduladores de raiz con tasas de

aplicacidén de polvo de esporas de 250 y 1000 myg.

Las pérdidas causadas por . Incognita de 23-25% en
los cultivos de tabaco, frijol soya y arveja se
redujeron cuando se incorpord al suelo P. penelrans

(Brown y Smart 1985).

Patogenicidad de »P. penetrans en M. incognila y M.

arabicida

Se encontrd un 45% de . JIncognita y un 30% de M.

grabicida parasitados con P. penetrans (Cuadro 3).



cuadro 3: Nimeroc promedic de hembras maduras de .
grabicida v M. Incognita parasitadas y sanas con
P, penelrans

Especie Sanas Enfermas {%)

de nematodo hembras enfermas
Meloldogyne

arabicida 34 16 32
Meloldogyne

Incognita 77 63 45

Esto nos permite inferir que P, penetrans es mas
especifico para ¥. Incognita, corroborando 1los
resultados obtenidos en el experimento de
adherencia. En las hembras parasitadas de ambas
especies, se observd la presencia de endosporas de
la bacteria y la ausencia de masas de huevos (Fig.

5).
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Figura 5. Esporas de P. penetrans liberadas del cuerpo de
HMeloidogyne A: Esporas de 2. penerrans extraidas
de #. Incognita (e: esporas)(200X). B: Esporas de

la bacteria obtenidas de 4. arabicida (e: esporas;
n: nematodo) (200X).
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Los resultados obtenidos en el ©porcentaje de
parasitismo, la ausencia de masas de huevos y la
presencia de endosporas dentro de los nematodos, son
criterios gque permiten considerar a /FP. penelrans

como un buen agente biocontrolador de nematodos.

La unica manera de determinar la presencia de
endosporas de P. penelrans y la ausencla de masas de
huevos es mediante 1la diseccién de raices para
extraccién de hembras maduras de Meloldogrne y
comprimirlas contra un porta objetos (stirling 19981,

Mankau 1975).

Poblacidn final de nematodos en el suelo

Se observaron diferencias significativas (P < 0.05)
en las poblaciones finales de nematodos en el suelo
(cuadro 4), encontrandose las poblaciones mas altas,
en M Incognita tratadas con P, penelrans y

nematicida como en ausencia del tratamiento.

Al analizar el nimerc de juveniles gqgue presentan
esporas de P. penetrans adheridas a su cuticula, se
encontré diferencias significativas (P < 0.05) para
las dos especies de nematodos estudiadas, donde M.

Incognita presentd 214 juvenlles con esporas para un
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cuadro 4: Promedio poblacional de N arabicida y M.
incognita en 300 gr de suelo, nimero de juveniles
(J2) con P. penefrans adheridas y su porcentaje
Tratamiento Numero de {%)
Promedio Jjuveniles con de
con P. penetrans  adherencia
M. Incognita 677. ax
M., arabicida 550. a
M. Incognita
P. penetrans 418. ab 214 a 51
M. arabicida
P. penelrans 223. b c 51 22.8
M., Incognita
Ethoprop 211. b ¢
M. arabicida
Ethoprop 78. c
Testigo absoluto o.
*  promedios seguidos por letras iguales no son

significativamente diferentes segin la prueba de Duncan

con alfa =

0.05



51% v en M. arabicida se contaron 51 J2 con esporas
para un 22.8% (Cuadro 4). Estos resultados son
consistentes con los datos obtenidos en las pruebas
de patogenicidad, porcentaje de agallamiento vy
poblaciones finales en raices en el sentido de que
el material utilizado de P£. peneirans s nmas

especifico para X Incognita que para M. arabicida.

La eficiencia de la bacteria depende en gran medida
de la cantidad de esporas existentes en el suelo que
puedan parasitar las sigulentes generaciones del
nematodo nodulador de la raiz. Segin Mankau (1980),
este parasitismo es tan efectivo en macetas que
pueden exterminar una poblacidén al cabo de 4 a 5
generaciones. Hay una disminucidén significativa en
la reproduccién de los nematodos agalladores de la
raiz cuando las esporas de P, penelrans son
mezcladas al suelo; a esto se debe el gran potencial
de la bacteria como agente controlador de
fitonematodoes va gque puede disminuir la
patogenicidad de los J2 segin la cantidad de esporas
adherida a su cuticula, prevenir la reproduccidén y
en consecuencia influir el desarrollo poblacional de

futuras generaciones (Gowen y Channer 1988).
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Peso fresco y seco de follaje y raices en las

plantas de tomate bajo los distintos tratamientos

se determinaron diferencias significativas (P <
0.05) para las variables de peso seco y fresco de
follaje y de raices (Cuadro 5). El tratamiento con
menor peso de follaje fresco fue el de M. Incognita
con 5.20 g, causando una reduccién de bhiomasa de

57.89%, en comparacién con el testigo abscoluteo. El

'mayor peso de follaje seco se obtuvo en el testigo

con 1.47 g v el menor fue para M. Incognifta con
0.61g, con una reduccidén comparativa de 58.50%. No
se determinaron diferencias significativas (P <

0.05) entre &, arabicida y el testigo. Esto puede

deberse a que la bacteria no tenga virulencia a esta
especie comparada con M. Incognita o a que las
condiciones experimentales no fueron apropiadas para

comparar el efecto.

sin embargo, los resultados mencionados sugieren dque
hubo un mayor efecto detrimental en la produccidn de
biomasa, confirmando la especificidad de M.
Incognita para plantas hospedantes como tomate con
respecto a otras especies de nematodos agalladores

(Hadisoeganda y Sasser 1982, Aguilar 1993).
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Cuadro 5. FPeso fresco vy seco del follaje v raices en las plantas de tomate, bajo los
diferentes tratamientos.

Tratamientos Fepso fresco % Fecso seco A FPeso fresco A
follaje reduccrdn follaje reduccidén raiz reduccion
{g) {g} {g)
Testigo absoluto 12.3%ax% —— 1.47a - 2.82 b 44,3

M., arabicida +

FP. penetrans 10.488Bab 1=.82 1.40a 1.36 £.30a -
M., arabicida 8.460 bc 30036 1.058abc 28.87 4.14a 4.82

M. incognita +
Ethoprop 2.48 bc 31.33 1.15%ab 21.76 2.48 b 2.98

M. arabicida +
Ethoprop .32 cd 482,82 Q.95 bc ID.87 1.9% b 0h.17

M. zncognaita +
. penetrans H.16 cd S0.12 0.71 bc 01.70 2.048 b R2.64

M. 1ncognita 2.20 d a7.8%9 0.61 ¢ aB. 50 2.49 b 4Z.67

¥ Promedios seguidos por letras 1guales no son signaificativamente diferentes segin la
prueba de Duncan con alfa = 0.05



E]1l ethoprop redujo sustancialmente las poblaciones
de los nematodos, pero presumiblemente la dosis
empleada provocé una alteracidén en la fisiologia y
metabolismo de las raices, lo cual se refleja en el

peso fresco de las mismas (Cuadro 5}.

4.3. Cortes histolégicos

108 cortes histoldgicos, tratados con parafina o
resina, permitieron observar que ambas especies de
nematodos inducen la formacién de gran cantidad de
células gigantes localizadas cerca y dentro del tejido
vascular. Ademds se observé un desarrollo mayor en
células vecinas y una gran cantidad de nucleos en su
interior (Fig. 7). Es muy frecuente observar la
presencia de nematodos dentro del tejido cortical ¥
algunos de ellos con esporas de 2. penetrans dentro de
Su Ccuerpo. Rohde vy McClure (1975}, encontraron
células gigantes que aparentemente se formarcn por la
disolucién de la pared celular, dando como resultado
una unién de <células adyacentes, una serie de
divisiones endomitéticas sincronizadas y agrandamiento
de los nacleos y nucleolos de las células. Las células

periféricas a las células gigantes se dividieron Y
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Figura 6: Secciones transversales de raiz donde se observa

la hembra de #Meloidogyvne, asi como la formacidn de
células gigantes. A: Raiz infiltrada en parafina
{n: nematodo; cg: célula gigante) (40X}, B: Raiz
infiltrada en resina (n: nematodo, cg: células
gigantes, cc:células corticales, ¥: xilema} (20 X).



formaron un circulo distintivoe de <células pequefias

(Taylor y Sasser 1985).

Técnicas de coloracién

No todas las técnicas probadas dieron los resultados

esperados.

Asi, las técnicas de coloracidn con safranina, Cotton
Blue, DAPT vy contraste de fases, presentaron el
inconveniente de gue toda la muestra tomd la misma

tonalidad, por 1lo gue no fue facil diferenciar a la

bacteria.

La técnica de tincidén con "Acridin Orange" fue la gque
dio mejores resultados, va que algunos de los
contenidos del nematodo tifieron en azul-turguesa,
contrastéandose con el coleor naranja adquirido por las

esporas de P. penetrans (fFig. 7).

Otra técnica que brindé resultados satisfactorios fue
la de regulacidén de la entrada de luz por medio de la
colocacién del condensador a diferentes alturas.
Utilizando este metodo, se aprecid muy bien la bacteria

sobre la cuticula del nematodo.



¥Figura 7:

Esporas de P. penetrans tefiidas con acridin
orange. A: Esporas adheridas a la cuticula de un
J2 (e: esporas; n: nematodo)(200X) B: Esporas
liberadas del cuerpo de un nematoedo (e:
esporas) {200X).
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V. CONCLUSIONES

Sse confirmé la adherencia de »P. penefrans a la cuticula
de J2 de M. Zncognita y M. arabicida, con un promedio
de 8 esporas para el primero y 4 para el segundo,
encontrandose una evidente preferencila de la bacteria a
M. incognita. En este nematodo se registré un mayor
porcentaje de J2 con esporas y mayor cantidad de

esporas por J2.

El ethoprop 5G provocd una reduccidén del 80% en el
porcentaje de agallamiento para N. Jncognita y de un
83% para M. arabicida. La reduccidn en el porcentaje
de agallamiento, provocado por P. penelrans fue de un

44.1% para M. Incognita y de un 37% para M. arabicida,

La reduccidén en la tasa de multiplicacidén para .
Zncognita, por medio de P~P. penetrans fue de 71%
comparada con su testigo y para #&. arabicida fue de
63%. El nematicida disminuydé la tasa de multiplicacidn

para M. Incognita en 92% y para M. arabicida en un 95%.
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En la poblacidén final del suelo se determind un 51% de
J2 con esporas de P, penelrans adheridas y un 23% para
M. arabicida, asegurando asi el parasitismo de lasg

siguientes generaciones.

La patogenicidad de »~. pepetrans fue mayor en M.
Incognita, con. 45% de hembras parasitadas, gque en .

arabicida en la cual se obtuve un 30%.

Los nematodos provocaron dafios severos en las raices,
induciendo la formacidén de <células gigantes vy

alteraciones a nivel citopléasmico.

La técnica de tincidén para la bacteria, que dio mejores

resultados fue la de "Acridin Orange".



Vi. RECOMENDACIONES

se recomienda realizar estudiocs tendientes a 1la
combinacién de £, penetrans con diferentes
nematicidas para tener un panorama mas amplio en

cuanto al manejo integrado de los nematodos.

Se sugiere realizar estudios a nivel de invernadero
y campo, para conocer mejor el comportamiento de la
bacteria bajo diferentes condiciones de clima,

cultivos, suelos y hospederos.

Se recomienda estudiar, a nivel de campo, el efecto
de residualidad de la bacteria sobre las poblaciones

de nematedos.
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Anexo 1.

Preparacién del Ethoprop
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Anexo 2. Escala para estimar el indice de agallamiento en
el sistema radical an plantas de tomate
( Zycopersicon esculentum) provocadoe por
Melolidogyne arabicida,
Indice de Porcentaje de agallamiento
agallamiento radical del total del sistema

10-19

20-59

60-79

80-90

100

Tomado de: Barker (1987) citado por Zuckerman,

{1987).



Anexo 3. Procesamiento de muestras para infiltracién en
parafina (para plos plus)

1. Deshidratacidn con alcohol butilice terciario
Alcohol butilico terciario 50% 2 horas
ABT 70% Toda la noche
ABRT 80% 2 horas
ABT 85% 1 hora
ART 50% 1 hora
ABT a5% 1 hoera
ABT 100% Toda la noche
ABT 100% 2 a 4 horas
ABT 100% 2 a 4 horas
ABT + parafina 1:1 1 hora
parafina pura sucia 3 horas
parafina pura 2 horas
parafina 2 horas

2. Formacién de los blogues en parafina para su respectivo

corte en secciones de 8 um de grosor, en un micrétomo

de rotacidn.

3. Tincidén: Se utilizard la técnica de Safranina Fast

Green, aungue se probaradn otrasg coloraciones (cuddruple

coloracidn}).

Xileno A 10 minutos
Xileno B 10 minutos
¥ileno-alcohol 5 minutos
Alcohol absoluto 3 minutos
Alcochol 95% 3 minutces
Alcochol 75% 3 minutos
Alcohol 70% 3 minutos
safranina 30 minutos
Agua 5 segundos
Alcohol 70% 3 minutos
Alcohol 90% 3 minutos
Alcohol 95% 3 minutos



Cont. Anexo 3

Alcohol 100%
Fast—-Green
Alcohol 100%
¥ileno-alcohol
Xileno

¥ileno

L o U0

minutos
segundos
minutos
minutos
minutos
minutos

Fuente: CIRAD, 1989

73



Anexo 4. Procesamiento de muestras para infiltracidén en
resina.
1. Fijacién de las muestras en FAR

oy

Deshidratacidén con alcohol

\D

50% 1 hora
70% 1 hora
80% 1 hora
90% 1 hora
95% 1 hora
100% 1 hora

100% 1 hora

3. Infiltracidén en historesina
4, Cortes en un micrétomo a 2-3 pum de dgrosor.
5. Tincién con toluidina azul

Fuente: CIRAD (1989)
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